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I. BEVEZETÉS 
A mellékvesekéreg-rák (adrenocorticalis carcinoma, ACC) egy ritka, de rossz prognózisú 
daganat. Diagnózisában és kezelésében számos probléma ismert. Ezek közé tartoznak a 
képalkotó diagnosztika nehézségei, illetve az, hogy nincs olyan preoperatív laboratóriumi 
marker, ami a rosszindulatúságot egyértelműen jelezné. Az eltávolított daganat szövettani 
vizsgálata nehéz, és nagy gyakorlatot igényel. Terápiájában a sebészi kezelésen kívül kevés 
hatékony módszer ismert. Jelenleg egyetlen mellékvesekéreg specifikus szer ismert, a DDT 
származék, adrenolitikus hatású és számos mellékhatással bíró mitotán (o,p-DDD), melyet 
már több mint 60 éve alkalmazzuk a klinikai gyakorlatban annak ellenére, hogy 
hatásmechanizmusát a mai napig sem ismerjük pontosan [1]. Az áttétes formák szisztémás 
kemoterápiás kezelésében a legjobb eredményt az etopozid, doxorubicin, ciszplatin és 
mitotán kombinációval érték el, amivel így is csak 14,8 hónap az átlagos túlélés [2, 3]. 
Mindezen okok miatt intenzív kutatások folynak új, kedvezőbb mellékhatásprofilú, jobb 
hatásfokú szerek azonosítása céljából. 
Korábbi in silico tanulmányunkban mellékvese-daganatok funkcionális genomikai 
útvonalelemzése során megállapítottuk, hogy a mellékvesekéreg-rák patomechanizmusában 
fontos szerepet tölt be a retinsav-jelátvitel retinoid X receptoron keresztüli csökkenése [4]. 
Ezen eredmények alapján munkacsoportunk a receptor specifikus ligandjával, a 9-cisz 
retinsavval végzett in vitro kísérleteket, melyekben a 9-cisz retinsav idő és dózis 
függvényében csökkentette az NCI-H295R humán mellékvesekéreg-rák sejtvonal 
hormonszekrécióját és életképességét, valamint jelentős génexpressziós változásokat is 
kiváltott. In vivo pedig egy kis elemszámú, összesen 6 egeret tartalmazó előkísérletben, a 9-
cisz retinsav csökkentette a NCI-H295R xenograft tumorok növekedését, és tumorellenes 
hatást fejtett ki [5].  
Az értekezésem alapjául szolgáló munkában a 9-cisz retinsav mellékvesekéreg-
rákra gyakorolt hatásának in vivo vizsgálatát tűztük ki célul egy nagy elemszámú NCI-
H295R mellékvesekéreg-rák egér xenograft modellen. Az egereket mitotánnal, 9-cisz 
retinsavval, valamint a két szer kombinációjával kezeltük, majd a kezelés végén patológiai, 
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génexpressziós és fehérje elemzést végeztünk a lehetséges hatás mechanizmusának 
felderítése érdekében. A mikroRNS-ek expressziós mintázatát is vizsgáltuk, melyhez más 
xenograft modelleket is felhasználtunk egy nemzetközi kollaboráció keretében. 
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II. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
II.1. Mellékvesekéreg-carcinoma 
II.1.1. Epidemiológia 
A mellékvesekéreg-rák egy agresszív és ritka daganat. Incidenciája évente 0,5-2 eset/millió 
fő [6–10], mely egyes területeken genetikai, epigenetikai okok miatt eltérhet. Erre egy jó 
példa Brazília, ahol a gyermekkori ACC magasabb esetszáma a populációt a világátlagnál 
gyakrabban érintő TP53 gén csírasejtes mutációjának köszönhető [11, 12]. A 
mellékvesekéreg-rák előfordulása az életkort tekintve bimodális, az egyik csúcs az első 
évtized előtt, gyermekkori ACC formájában, míg a második a negyedik, ötödik évtizedben, 
átlagosan 46-55 év között jelentkezik. Megfigyelhető továbbá, hogy a női nem gyakrabban 
érintett. Kockázati tényezőként férfiaknál a dohányzást, nőknél a 25 éves kor előtt történő 
orális fogamzásgátló szerek szedését írták le [6, 8, 9, 13–16]. Ötéves túlélése változó, 16-
40%-os, mely erősen függ a felfedezés pillanatában leírt tumor stádiumától. 
II.1.2. Patogenezis 
Az ACC patogenezisét az utóbbi évek kutatásainak köszönhetően egyre részletesebben 
ismerjük, de továbbra is messze állunk attól, hogy átfogó képünk legyen a tumor 
kialakulásának mechanizmusáról. Ebben korábban elsősorban azon ritka 
daganatszindrómák hátterében álló genetikai eltérések azonosítása játszotta a főszerepet, 
melyekben a mellékvesekéreg-rák is előfordulhat [8, 9, 17–19]. 
Az utóbbi években a bioinformatika, a nagy áteresztőképességű vizsgálati 
módszerek, mint pl. mRNS, mikroRNS microarray, proteomikai módszerek, teljes genom 
szekvenálás stb. térnyerése által teljesen új dimenziók nyíltak a kutatásban. 
DOI:10.14753/SE.2017.2278
11 
 
II.1.2.1. Örökletes daganatszindrómákban érintett genetikai eltérések és patogenetikai 
tényezők 
A modern, nagy áteresztőképességű vizsgálati módszerek elterjedése előtt az ACC 
kialakulásában szerepet játszó folyamatokat olyan örökletes daganatszindrómák genetikai 
hátterének felderítésével vizsgálták, melyekben mellékvesetumor is megjelenhet. Ezen 
daganatszindrómákat, ill. genetikai hátterüket, klinikai megjelenésüket összegzem a 
következő táblázatban [1. Táblázat]. 
1. Táblázat: Örökletes daganatszindrómák mellékvesekéreg-érintettséggel 
Örökletes 
daganatszindróma 
Gén Klinikai kép 
Li-Fraumeni-szindróma TP53 
szarkóma, plexus choroideus tumor, 
emlődaganat, agydaganat, leukémia, 
mellékvesekéreg-rák 
Beckwith-Wiedemann- 
szindróma 
IGF2, CDKN1C, H19 
prae-, postnatalis túlnövés, 
macroglossia, 
facialis naevus flammeus, 
visceromegalia, 
hasfali malformációk, vese- és 
szívfejlődési 
rendellenességek, mellékvesekéreg-
rák 
Familiáris 
adenomatózus polipózis 
APC 
vastagbél-polipózis, desmoidtumor, 
pajzsmirigytumor, mellékvesekéreg-
daganat 
Multiplex endokrin 
neoplázia 1 
MEN1 
primer hyperparathyrosis, 
neuroendokrin 
daganat elsősorban a 
hasnyálmirigyben, 
hypophysis-adenoma, 
mellékvesekéreg-adenoma 
Lynch-szindróma 
MHL1, MSH2, 
MSH6, 
PMS2, EPCAM 
vastagbél, endometrium, 
mellékvesekéreg-carcinoma 
Carney-komplex 
PRKAR1A, 
PRKACA, 
PRKACB 
bőr- és nyálkahártya-pigmentáció, 
myxoma, hypophysis, pajzsmirigy, 
petefészek, here, primer pigmentált 
noduláris mellékvesekéreg hyperplasia 
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Ezen mutációk közül többet sikerült sporadikus mellékvesekéreg-rákban is 
azonosítani. 
A Li-Fraumeni szindrómában mutálódott TP53 gén az egyik leggyakrabban érintett 
rákos megbetegedésekben, terméke, a p53 fehérje pedig az egyik legfontosabb 
tumorszuppresszor a szervezetben. Mutációját a sporadikus mellékvesekéreg-rákok 25-
30%-ában azonosították, valamint az érintett esetek rövidebb túlélését is leírták [20]. 
A Beckwith-Wiedemann-szindróma kialakulásában szerepet játszó gének eltérései 
szintén nagy százalékban kimutathatóak mellékvesekéreg-rákban. Az IGF-2, mint 
növekedési faktor szabályozza a sejtnövekedést, halálát, valamint receptorán keresztül 
kettő, karcinogenezisben jelentős jelátviteli útvonalat (PI3K/Akt/mTOR és 
Raf/MEK/MAPK) is aktivál [21]. Kifejeződésének megnövekedése a mellékvesekéreg-rák 
egyik legalapvetőbb jellemzője [17]. Ezentúl több tanulmány megfigyelte a sejtciklus 
szabályozásában érintett CDKN1C, illetve egy hosszú nem kódoló RNS, a H19 csökkent 
kifejeződését, kromoszomális régiójukban a heterozigótaság elvesztését  [18]. 
A familiaris adenomatosus polyposis hátterében az APC gén megváltozása áll, mely 
által kódolt fehérje kulcsszereplője a Wnt/ß-katenin jelátviteli útvonalnak [1. Ábra].  Ugyan 
az APC gén mutációját nem találták meg mellékveskéreg-rákban, de az általa befolyásolt 
Wnt/ß-katenin jelátviteli útvonal fontos szerepet tölt be az ACC kialakulásában [18]. 
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1. Ábra: A Wnt/β-katenin jelátviteli útvonal: Wnt hiányában a β-katenin foszforilálódik és 
lebomlik. A Wnt bekötődésekor a β-katenin defoszforilálódik, szabaddá válik fehérje 
komplexétől. Ennek eredményeként mennyisége megnő a citoplazmán belül, a sejtmagba 
bejutva pedig specifikus gének transzkripcióját indukálja 
A MEN1-szindrómát okozó MEN1 gén mutációját 7%-ban [22], míg 
kromoszómaeltérését az esetek 90%-ban [17] írták le rosszindulatú mellékvesekéreg-
carcinomában.  
A Carney-komplexben és Lynch-szindrómában érintett gének mutációit ugyan 
mellékvesekéreg-rákban nem azonosították, de például a PRKACA és PRKAR1A gén 
aktiváló elváltozásait Cushing-szindrómát okozó jóindulatú adenomákban több vizsgálat is 
jelentős fontosságúnak találta  [20, 23]. 
II.1.2.2. Modern kutatási módszerekkel megismert patogenetikai tényezők 
Egy évtizeddel ezelőtt az öröklődő daganatszindrómákban megismert genetikai eltéréseken 
kívül csupán néhány jelátviteli útvonalról volt ismert, hogy érintett lehet a sporadikus 
mellékvesekéreg-daganatok patomechanizmusában. Ilyen jelátviteli útvonal például az 
előbbiekben már említett Wnt/ß-catenin útvonal, melyet sikerült azonosítani az ACC 
kialakulásának hátterében [20]. Az új módszerek elterjedésével teljesen új útvonalak és 
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genetikai eltérések váltak ismertté, melyek segítségével a daganat diagnosztizálása, 
kezelése is hatékonyabbá válhat.  
II.1.2.2.1. Kromoszómavizsgálatok 
A kromoszómák, és azok régióinak számbeli változásai megváltoztatják a sejt genetikai 
összességét, így befolyásolva annak működését. Általánosságban megállapítható, hogy a 
rosszindulatú daganatokra kromoszómális szinten nagy instabilitás jellemző. Ezen eltérések 
vizsgálatára a legmegfelelőbb vizsgálati módszer a komparatív genom hibridizációs 
technika (CGH), melynek alkalmazásával számos gyakori kromoszómaeltérést sikerült 
azonosítani mellékvesekéreg-rákban is [24, 25]. 
Több tanulmány közölte az 1-es, 2-es, 4-es, 5-ös, 11-es, 12-es, 17-es, 19-es, 22-es 
kromoszómák különböző régióin belüli allélok elvesztését, illetve megsokszorozódását [22, 
24–26]. Ezek közül kiemelendő Barreau és mtsainak munkája, akik olyan mintázatot 
határoztak meg, aminek a segítségével a mellékvesekéreg-daganatokat három nagy 
csoportba tudták osztani: az első csoportot a jóindulatú daganatok, a másodikat a jó 
prognózisú, a harmadikat pedig a rossz prognózisú mellékvesekéreg-rákos esetek adták 
[27]. 
A tanulmányok alapján összességében két dolog vonható le következtetésképpen:  
a) a kromoszómamutációk helye és száma rendkívül eltérő lehet, viszont minél 
nagyobb számban fordulnak elő, a tumor annál nagyobb méretű, 
agresszívabb viselkedésű és rosszabb túléléssel jellemezhető, 
b) a kromoszómaeltérések szoros összefüggésben vannak a mellékvesekéreg-
rákra jellemző genetikai eltérésekkel, például a MEN1 gén a 11-es, míg a 
TP53 génje a 17-es kromoszómán található. 
II.1.2.2.2. Teljes exom szekvenálás 
A mellékvesekéreg-rák kialakulásában szerepet játszó főbb, ún. driver génekről teljes exom 
szekvenálással pontosabb és megbízhatóbb képet sikerült kapnunk [22, 28, 29].  Ezen 
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vizsgálatok több, eddig a mellékvesekéreg-rák patogenezisében ismeretlen szereplőt 
azonosítottak [2. Táblázat].  
A leggyakrabban, az esetek több mint 20 %-ában előforduló mutáció a ZNRF3 gént 
érintette, melynek inaktiváló mutációi a már korábban leírt Wnt/ß-katenin jelátvitel 
aktiválását eredményezik. Ehhez a jelátviteli útvonalhoz kapcsolhatóak még a CTNNB1 
aktiváló mutációi is, melyeket az esetek 15 %-ában írtak le. Szintén ilyen gyakorisággal 
azonosították a sejtciklus szabályozásában alapvető, és számos egyéb rákos 
megbetegedésben érintett TP53 mutációit is.  Ezen génváltozásokon túl több, szintén a sejt 
normális proliferációjáért felelős gén, mint például a tumorszuppresszor CDKN2A és RB1, 
az onkogén hatású MDM2, CDK4, a kromatin remodellingben szerepet vállaló MEN1, 
DAXX, ATRX, valamint a kromoszóma szerkezetének megtartásában közre játszó TERT és 
TERF2 mutációit is sikerült meghatározni [22, 23]. 
2. Táblázat: Teljesgenom-szekvenálással megismert ACC patomechanizmusában jelentős 
szerepet betöltő, úgy nevezett „driver gének” 
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II.1.2.2.3. Génexpressziós vizsgálatok 
A gének átíródásában, más néven génexpresszióban lévő különbséget a génekről átíródó 
hírvivő RNS-ek (mRNS) nagy áteresztő képességű profilozásával lehet azonosítani. Ilyen 
vizsgálatot több munkacsoport is végzett a mellékvesekéreg-daganatok kialakulásában 
résztvevő genetikai eltérések, megváltozott jelátviteli útvonalak azonosítása, a daganat 
dignitásának megbízhatóbb diagnosztizálása érdekében [30–38]. 
Tanulmányaikkal megerősítették a korábban mellékvesekéreg-rákban leírt 
patogenetikai változásokat, az IGF2 jelentősen fokozott kifejeződését, valamint a TP53 és 
Wnt/ß-katenin útvonal szerepét.  
Eredményeik alapján megállapítható, hogy a génexpressziós mintázat alapján 
egyértelműen elkülöníthető a jó- és rosszindulatú mellékvesekéreg-daganat. Két 
kutatócsoportnak nagyobb elemszámú vizsgálataik során három csoportot sikerült 
elkülöníteni, mely csoportokba tartozó esetek klinikai képe és prognózisa között 
szignifikáns különbség volt [30, 32]. De Reynies és mtsai ezeket C1A, C1B és C2 
csoportnak nevezte el. A C1A csoportba a rosszindulatú és rossz prognózisú, a C1B 
csoportba a rosszindulatú, de C1A csoportnál jobb prognózisú, míg a C2 csoportba a 
jóindulatú daganatok tartoztak [30]. A C1A, tehát rossz prognózisú ACC-k csoportját 
később a daganatban előforduló génmutációk alapján további három alcsoportra bontották: 
az elsőre a TP53 inaktivációja, a másodikra a ß-katenin aktivációja, a harmadik csoportra 
pedig se a TP53 inaktivációja, se a ß-katenin aktivációja nem volt jellemző [39]. 
II.1.2.2.4. DNS metilációs vizsgálatok 
Mellékvesekéreg-rák patomechanizmusával kapcsolatban végzett genommetilációt, az úgy 
nevezett metilomot elemző tanulmányok is fontos megállapításokat tettek [22, 40–42]. 
Ezen eredmények alapján következtetésként levonható, hogy a mellékvesekéreg-rák 
genomja általánosan hipometilált állapotban van, ezzel kromoszomális instabilitást, a 
genomikus imprinting zavarait okozva. Ezzel ellentétben jellemzően a 
tumorszuppresszorok promoter régióiban található CpG-szigetek hipermetiláltak, azok 
csökkent kifejeződését eredményezve. 
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Barreau munkacsoportja metiláltsági szint alapján három csoportot különített el a 
rosszindulatú daganatok között: az első csoportot adenomákhoz képest kis mértékben, de 
jobban metilált ACC-k, a második csoportot adenomákhoz, valamint az első csoportba 
tartozó carcinomákhoz képest is hipermetilált, míg a harmadik csoportot a leginkább 
metilált ACC-k alkották. Ezek alapján a mellékvesekéreg-daganatokat egy korábban közölt 
csoportosítási rendszer alapján adenoma, non-CIMP, CIMP-low, és CIMP-high carcinoma 
csoportokra osztotta, melyek prognózisa között is különbséget fedezett fel: minél 
metiláltabb a tumor, annál rövidebb a beteg túlélése [40, 41]. 
Legendre és mtsai a tumorok hipermetiláltsága, valamint a transzkriptom 
analízisekkel korábban leírt fontos patogenetikai útvonalak kapcsolatát vizsgálva 
megállapította a korrelációt a TP53, WNT/ß-katenin jelátvitelben szereplő gének és azok 
metiláltsági szintje között, mint egy újabb összefüggés az ACC komplex és heterogén 
patomechanizmusában [42]. 
II.1.2.2.5. MikroRNS vizsgálatok 
A mikroRNS-ek kis nem kódoló RNS molekulák, melyek kulcsszereplői a génexpresszió 
poszttranszkripciós szabályozásának. Számos fiziológiai folyamat irányításában vesznek 
részt, mint pl. szöveti differenciáció és fejlődés, immunrendszer irányítása, szabályozása. 
Központi szerepet töltenek be olyan alapvető sejtbiológiai folyamatokban, mint például a 
sejtszaporodás, -differenciáció és apoptózis. Ezeket a fontos reguláló funkciójukat ismerve 
nem meglepő, hogy a tumorok kialakulásában is érintettek, megváltozott kifejeződésüket 
számos daganatban leírták [43].  
Hatásukat tekintve azokat a mikroRNS-eket, melyek serkentik a sejtproliferációt, 
angiogenezist, illetve csökkentik a tumorszuppresszor mRNS-ek szintjét onkogén 
mikroRNS-eknek (oncomiR), míg azokat, melyek előremozdítják az apoptózis folyamatát, 
ill. az azt elősegítő gének, tumorszuppresszorok expresszióját, valamint csökkentik az 
onkogén aktivitást, tumorszuppresszor mikroRNS-eknek nevezzük [2. Ábra]. 
Általánosságban megfigyelhető, hogy az onkogén mikroRNS-ek kifejeződése fokozott, míg 
a tumorszuppresszor mikroRNS-eké csökkent rákos szövetekben [44]. 
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2. Ábra: Tumorszuppresszor és onkogén miRNS-ek tumorgenezisben betöltött szerepe. 
Ezenkívül fontos jellemzőjük a szövet- és tumorspecifikus hatás, a rendkívül stabil 
kifejeződés, melyeknek köszönhetően felhasználhatóak lehetnek a tumorok 
diagnosztizálására, prognózisuk megállapítására, a tumorellenes kezelés hatásosságának 
monitorozására is (lásd később) [34]. 
A mellékvesekéregre specifikus mikroRNS-ek expresszióját több tanulmány [34, 
45–56] is elemezte, melyek normális, jóindulatú és rosszindulatú mellékvesekéreg-
tumorokat hasonlítottak össze mikroRNS-kifejeződés szempontjából. Ezek közül 
kiemelném a munkacsoportunk által közölt eredményeket. 
Munkacsoportunk korábbi vizsgálatai során három felül- (hsa-miR-503, hsa-miR-
210 és hsa-miR-184), valamint három alulexpresszált (hsa-miR-511, hsa-miR-214, hsa-
miR-375) mikroRNS-t validáltunk, valamint útvonalelemzés alapján a sejtciklus G2/M 
ellenőrzőpont károsodását azonosítottuk, mint fő érintett útvonalat mellékvesekéreg-
rákban. Ezen kívül a magas hsa-miR-503, és alacsony hsa-miR-511 kifejeződést, mint 
lehetséges diagnosztikus markert írtuk le mellékvesekéreg-rákban: ROC analízis 
segítségével a két mikroRNS kifejeződésének különbségével (ΔCT hsa-miR-511-ΔCT hsa-miR-
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503) a ACC-t magas szenzitivitással és specificitással lehetett elkülöníteni [34]. Más 
munkacsoportok tanulmányai alapján a magas szöveti hsa-miR-483-5p és alacsony hsa-
miR-195 kifejeződés jellemző a rosszabb prognózisú, hamarabb kiújuló mellékvesekéreg-
rákos esetekre, valamint egyedül a hsa-miR-483-5p is elégséges lehet a jó és rosszindulatú 
mellékvesekéreg-tumorok elkülönítéséhez [45, 47, 48]. 
Assié és mtsai szekvenálással a mellékvesekéreg-tumorok teljes mikroRNS 
kifejeződését elemezte, és a kapott mikroRNS profil alapján a mellékvesekéreg-rákot a 
génexpressziós és metilációs eredményekhez hasonlóan három csoportra osztotta: Mi1, 
Mi2, Mi3 [22]. A Mi1-es csoportba tartozó tumorokra a miR-506-514-es klaszterbe tartozó 
miRNS-ek fokozott, míg a DLK1-MEG3 klaszterbe tartozó mikroRNS-ek csökkent 
kifejeződése jellemző. Fontos megjegyezni, hogy a DLK1-MEG3 klaszter mikroRNS-ei 
endokrin tumorokban jelentős szerepet tölthetnek be, megváltozott kifejeződésüket 
agyalapi mirigy, mellékpajzsmirigy, endokrin hasnyálmirigy tumorok esetén is leírták 
(Nagy Z, Igaz P közlésre benyújtva). 
II.1.2.3. Munkacsoportunk funkcionális genomikai vizsgálatainak eredményei 
Munkacsoportunk az elmúlt évek folyamán több megközelítésben is vizsgálta a 
mellékvesekéreg-rákban lezajló alapvető biológiai folyamatokat. A patogenezis jobb 
megértésével új, mind diagnosztikában, mind terápiában felhasználható eredményeinket, 
következtetéseinket több közleményben is publikáltuk. 
A mellékvesekéreg-tumorok szöveti mikroRNS profilozásán alapuló vizsgálatunkat 
már dolgozatom korábbi részében említettem (II.1.2.2.5.). 
Bioinformatikai módszerekkel 2010-ben a világon elsőként integratív funkcionális 
genomikai metaanalízist hajtottunk végre az addig leírt komparatív genom hibridizációs és 
transzkriptom elemzések adataival [4]. 
A létező adatok felhasználásával végzett útvonalelemzés során három útvonalat, a 
sejtciklus, az antigénprezentáció és komplementrendszert érintő jelátvitel károsodását, 
valamint a RXR receptoron keresztüli csökkent retinsav-jelátvitelt sikerült azonosítanunk, 
mint fontos patogenetikai utakat mellékvesekéreg-rákban:  
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a) A sejtciklus jelátviteli útvonalainak károsodása 
A sejtciklus károsodása általános elváltozás szinte minden daganatos betegségben. 
Metaanalízisünk alapján több általunk vizsgált közleményben leírták a G1/S és 
G2/M fázisban kulcsfontosságú gének megváltozott kifejeződését. A G1/S fázisban 
szereplő CCNE1 és CCNE2 például 4 vizsgált tanulmányban is megnövekedett 
expressziót mutatott. Ezzel párhuzamosan kromoszómarégiójuk (19q12) számbeli 
növekedését is leírták. [35]. 
b) Az antigénprezentáció és a komplementrendszer jelátvitel útvonalai 
Az antigénprezentációban szervesen résztvevő MHCII molekulák, valamint a 
komplementrendszer több elemének csökkent kifejeződését több általunk vizsgált 
tanulmány közölte. Sajnos mivel további adatok nem állnak rendelkezésre ezen 
útvonalak mellékvesekéregben betöltött élettani és patológiai szerepéről, ezért ezen 
útvonalak tényleges jelentőségét jelenleg nem tudjuk megítélni.  
c) A retinsav jelátvitel útvonalai   
A retinsav jelátvitel alapvető fontosságú két magi receptora, a RAR (retinoic acid 
receptor) és az RXR (retinoid X receptor). Ezen receptorok specifikus ligandjai a 
retinoidok, melyek közül a RAR receptorhoz minden all-transz retinsav és 9-cisz 
retinsav, az RXR-hez viszont csak a 9-cisz retinsav kötődik. Ezen receptorok magi 
receptorok lévén a ligand kötése után egymással homo-, vagy más családba tartozó 
magi receptorral heterodimert képezve fejtik ki hatásukat [5]. 
A retinoidok jelentős szerepet játszanak mind az alapvető sejtbiológiai 
folyamatokban, mint például a sejt- differenciációban, -szaporodásban és -halálban, 
mind az egész organizmus fejlődésében, szabályozásában. Alapvető szerepüknek 
köszönhetően számos daganat patogenezisében is szerepet játszanak, valamint 
különböző daganatok kezelésére, megelőzésére is használhatóak [57, 58]. 
A munkánkban vizsgált tanulmányok között a retinsavszintézist meghatározó 
enzimek (ALDH1A1, ALDH1A3), valamint az útvonalban szereplő receptorok 
DOI:10.14753/SE.2017.2278
21 
 
(RXRA, RXRB) szintjén is csökkent kifejeződést találtunk, ami csökkent 
retinsavtermelést, illetve hatást eredményez mellékvesekéreg-rákban. Ezen túl az 
RXR más magi receptor családokkal, köztük a liver x receptorokkal (LXR) is 
heterodimert képez. A két receptor kapcsolódásával kialakuló RXR/LXR 
heterodimer a mellékvesében meghatározó szerepet tölt be a 
koleszterinmetabolizmusban és befolyásolja a szteroidhormonok bioszintézisét. 
Ezen LXR receptor család egyik tagjának, az LXRA-nak is szignifikánsan csökkent 
kifejeződését azonosítottuk az általunk vizsgált tanulmányokban. 
Ezen eredményeink alapján a mellékvesekéreg-rákra csökkent retinsavtermelés, 
illetve RXR receptoron keresztüli jelátvitel jellemző. E megfigyelések adták az ötletet 
ahhoz, hogy az RXR specifikus ligandjának, a 9-cisz retinsavnak a hatásait elemezzük in 
vitro humán NCI-H295R mellékvesekéreg-carcinoma sejtvonalon [59]. 
Az elvégzett vizsgálatunk eredményei azt mutatták, hogy a 9-cisz retinsav a kezelési 
idő és dózis függvényében csökkentette a sejtek életképességét, a szteroidhormonok 
szekrécióját, valamint jelentősen befolyásolta a gének kifejeződését is. Ezen kifejeződésbeli 
elváltozások útvonalelemzés alapján 4 fő irányba voltak besorolhatóak: a szteroidhormon-
metabolizmus, a sejtciklus szabályozása, az immunfolyamatok, illetve a retinsav-jelátvitel 
irányába [59]. 
Ezután egy kis elemszámú, összességében 6 thymushiányos (nude egér) egeret 
tartalmazó in vivo pilóta kísérletben a 9-cisz retinsav tumorellenes hatását vizsgáltuk, mely 
során a 9-cisz retinsav kezelés ígéretesen csökkentette a tumorok térfogatát, valamint a 
szövettani diagnosztikában fontos  Ki-67 proliferációs indexet [59]. 
Eredményeink alapján elmondható, hogy a retinsav-jelátvitel mellékvesekéreg-rák 
patogenezisében betöltött jelentőségét munkacsoportunk írta le először. Ezen túl a 
jelátviteli útvonalat célzó 9-cisz retinsav lehetséges citotoxikus és tumorellenes hatását is 
sikerült azonosítanunk in vitro NCI-H295R mellékvesekéreg-carcinoma sejtvonalon, 
valamint egy kis elemszámú in vivo xenograft modellen.  
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II.1.3. Diagnózis 
II.1.3.1. Jelentkezési formák, klinikai kép 
A mellékvesekéreg-carcinoma felismerése klinikailag három formában történhet. 
II.1.3.1.1. Hormontúltermelés jelei 
Az első és leggyakoribb forma, mely az esetek 40-60%-át teszi ki, hogy az ACC 
hormontúltermelődéssel kapcsolatos panasszal, tünettel jelentkezik. Az esetek 50-80%-
ában a daganat kortizolt termel, így a hiperkortizolizmus, Cushing-szindróma klinikai jeleit 
tapasztalhatjuk. Az aldoszterontermelés rendkívül ritka ACC-k esetében, leginkább a 
magas szteroidhormonprekurzor- és kortizolkoncentrációt elérő daganatokban tapasztaltak 
aldoszteronszerű hatást [6, 8, 9, 60–65]. 
II.1.3.1.2. Hasi, lokális panaszok 
A mellékvesekéreg-rák az esetek kb. 30%-ában nem specifikus tünetekkel jelentkezik. A 
tumor növekedésének köszönhetően a betegek deréktáji, háti, hasi fájdalomra, 
teltségérzetre, hányingerre panaszkodnak [66]. 
II.1.3.1.3. Véletlenszerű felfedezés - Incidentaloma 
Az ACC-k 10-20%-a egyéb okból végzett vizsgálat, mint például mellkas CT, vagy rutin 
hasi UH során véletlenszerűen kerül felfedezésre, tulajdonképpen melléklelet. Ezen esetek 
az ún. incidentalomák (nem mellékvese-betegség gyanúja miatt végzett képalkotó vizsgálat 
során felfedezett mellékvese-daganat) mindössze 1,2-2%-át adják [8, 9]. 
II.1.3.2. Hormonális kivizsgálás 
A hormonális kivizsgálás több szempontból is fontos. Az első és legfontosabb, hogy a 
tumor hormonaktív, illetve nem aktív tulajdonságát megállapítsuk. Ha a tumor 
hormontermelő, akkor az esetleges műtétig a túltermelt hormon által okozott tünetek 
enyhítése és kezelése, valamint a megfelelő pre- és postoperatív betegellátás rendkívül 
fontos, pl. egy kortizoltermelő tumor eltávolítása után posztoperatívan kortizolszubsztitúció 
esszenciális a beteg túlélése érdekében. 
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A glükokortikoid-túltermelés a vér bazális ACTH, kortizol, éjszakai kortizol, 24 
órás gyűjtött vizelet kortizolkoncentráció, valamint dexamethason szuppressziós teszt, az 
androgén-túltermelődés a DHEA-S-, az androszténdion-, a tesztoszteronszint, míg esetleges 
mineralokortikoid-túltermelés az aldoszteron-renin kvóciens számolásával határozható 
meg. 
II.1.3.3. Képalkotó módszerek 
A modern képalkotó eljárásokkal pontos információkat kaphatunk az mellékvesekéreg-rák 
felépítéséről, morfológiájáról. Segítségükkel meghatározható több olyan paraméter, melyek 
különböznek a jó- és rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatok között, így lehetővé téve 
azok biztosabb felismerését. 
Első fontos különbség, ami leginkább CT-vel határozható meg pontosan, a 
zsírtartalom: míg adenomára magas, addig carcinomára alacsony lipidarány jellemző. 
Másik objektíven és viszonylag pontosan megállapítható tulajdonság az átmérő, míg 6 cm-
nél nagyobb daganatok esetén a rosszindulatúság valószínűsége több mint 25%, addig 4 cm 
alatt ennek esélye 1 %-nál kevesebb. Ezen a két sajátságon túl az ACC képére, mint a 
malignus daganatokra általában, inhomogén szerkezet, szabálytalan határok, lokális 
szövetekbe, erekbe, gyakran vena cava inferiorba terjedés, kalcifikáció, bevérzés, centrális 
nekrózis jellemző [9].  
CT-vizsgálat esetén, kontrasztanyag nélküli felvételen, a denzitás (Hounsfield 
Unit=HU) mérése adja a legtöbb információt. A zsírban gazdag jóindulatú daganatokra 
homogén szerkezet, és így alacsony, 10 HU alatti érték jellemző. Abban az esetben viszont, 
ha a denzitás 10 HU felett van, a malignitás nem kizárható (ez a határ 71%-os 
szenzitivitással és 98%-os specifitással különíti el a jó- és rosszindulatú eltéréseket) [67]. 
Kontrasztanyag adásakor az inhomogenitás, bevérzések, nekrózisok szembetűnőbbé válnak 
a felvételen, így megkönnyítve a diagnózist. Ezt kiegészíthetjük ún. késleltetett 
kontrasztanyag-kimosódási vizsgálattal, amikor a kontrasztanyag adása után 1, 10, 15 
perccel készített felvételeket hasonlítjuk össze. A rosszindulatúság egyik jelzője a fokozott 
kontraszthalmozás és a kontrasztanyag lassabb leadása: abban az esetben, ha a 
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kontrasztanyag kimosódása 50% alatti, valamint a 10-15. percben készült felvételeken a 
tumor denzitása 35 HU felett van, a daganat rosszindulatúsága erősen valószínű [66, 68]. 
MRI-felvételen a mellékvesekéreg-daganatok hasonló képet mutatnak, mint CT-
képalkotással. A mellékvesekéreg-rák általában T1-felvételhez képest, ahol intenzitása a 
májéval nagyjából megegyező, T2-ben intenzitásbeli növekedést mutat. Előnye a CT-
vizsgálathoz képest az, hogy a tumor erekbe történő betörése, inváziója jobban 
megállapítható, valamint nem elhanyagolható az sem, hogy a vizsgálat nem jár 
sugárterheléssel  [66, 68]. 
A jó- és rosszindulatúság eldöntésében a 18FDG PET/CT vizsgálat nyújthat még 
kiegészítő információkat. A felvételeken az ACC a májnál intenzívebb FDG-felvételt 
mutat, így a májhoz viszonyított standardizált felvételi érték (standardized uptake value – 
SUV), valamint a CT-n is megfigyelhető malignitásra utaló jelek, mint méret, szabálytalan 
határok, stb. segítségével tudjuk meghozni a diagnózist. A képalkotó módszer nagy segítség 
a mellékvesekéreg-rák stádiumának meghatározásában is, hiszen jól használható áttétek és 
helyi recidívák felismerésére [69]. 
Az MR-spektroszkópia és 11C-MTO (11-es szénizotóppal jelölt metomidát) PET/CT 
létjogosultsága az ACC és mellékvese-tumorok diagnosztikájában vizsgálatok tárgyát 
képezi [68, 70].  
II.1.3.4. Szövettan, immunhisztokémia 
A patológiai vizsgálat alapvető célja, hogy megállapítsa az operáció során eltávolított tumor 
eredetét, jó- vagy rosszindulatúságát. Ez a mellékvesekéreg-daganatok esetében még 
gyakorlott patológus számára is nagy kihívást jelent. 
A jó- és rosszindulatúság eldöntése napjainkban még mindig a Weiss által 1984-ben 
leírt, majd továbbfejlesztett Weiss-score alapján történik [71, 72]. A vizsgálat során a 
következő kilenc szövettani kritériumot vizsgálják: 1. A sejtmag megjelenése Fuhrman 
kritériumai [73] alapján a 3-4-es osztályba tartozik, 2. A mitotikus ráta nagyobb, mint 5/50 
HPF (HPF = látott terület mikroszkóp legnagyobb közelítésével, high power field), 3. A 
tiszta sejtek százalékos aránya kisebb, mint 25% 4. Atipikus mitózisok, 5. Diffúz szerkezet, 
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6. Mikroszkopikus nekrózis, 7. Vénába történő invázió, 8. Szinuszoidális invázió, 9. 
Kapszuláris invázió figyelhető meg. A kilenc kritériumnak megfelelően minden megfigyelt 
eltérés egy pontot ér. Abban az esetben, ha a vizsgálat végén az összpontszám 3, vagy több, 
akkor a rosszindulatúság, a mellékvesekéreg-rák diagnózisa kimondható. Ha ez az érték 0-2 
közötti, az elváltozást jóindulatúnak lehet nyilvánítani, néhány eset kivételével. Például egy 
2 pontos daganat esetében, amelyben a mitotikus ráta kiugró, a jóindulatúság korántsem 
biztos. Ezentúl több tanulmány is bizonyította, hogy az eredmény nagyban szubjektív, függ 
a vizsgáló személy képzettségétől, tapasztalatától, a különböző  vizsgálók, sőt még 
ugyanazon vizsgálók különböző időpontokban végzett vizsgálati eredményei között is 
nagyok lehetnek a különbségek [74, 75]. 
A Weiss-score mellett az immunhisztokémiai Ki-67 festésből számolt Ki-67 
proliferációs index nyújt segítséget a leletezésben. Ez mellékvesekéreg-rákban jellemzően 
magasabb, mint 4%. Ezentúl értéke fontos prognosztikai marker, mind a kiújulás, mind az 
átlagos túlélés szempontjából [74, 76, 77].   
II.1.4. Stádiumbeosztás - Progresszió 
A mellékvesekéreg-rákra különösen jellemző, hogy progresszióját, a betegek kilátásait 
meghatározza a tumor felfedezéskori stádiuma, előrehaladottsága. Az ACC-k többsége a 
felfedezés pillanatában már relatíve nagyméretű, mindösszesen 3%-uk kisebb, mint 4 cm 
(átlagos átmérő: 10-13 cm) [9].   
Beosztásukat először 2003-ban az UICC határozta meg a klasszikus 4 fokozatú 
TNM rendszernek megfelelően. Az ACC esetében viszont az így 2-es és 3-as stádiumba 
kerülő betegek túlélése között nem volt szignifikáns különbség, ezért egy új rendszer 
megalkotása vált szükségessé. 2009-ben az ENSAT (European Network for the Study of 
Adrenal Tumors) által meghatározott beosztás alapján: 1-es stádiumba sorolandóak az 5 
cm-nél kisebb (14%), 2-es stádiumba az 5 cm-nél nagyobb (45%), 3-as stádiumba a 
lokálisan elterjedt pl. a paraadrenális zsírszövetbe, szomszédos szervekbe, vagy 
intravascularisan vena cava inferiorba betörő (27%), 4-es stádiumba pedig a távoli áttétet 
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adó mellékvesekéreg-tumorok (24%) [3. Táblázat]. Az áttétek az esetek többségében 
tüdőben, csontban, májban jelennek meg elsőként. Az 5 éves túlélés a jelenleg is 
használatos rendszer szerint: I. stádiumban 95%, II. stádiumban 61%, III. stádiumban 50%, 
IV. stádiumban 13% [9, 78, 79].  
A legtöbb ACC-t jelenleg csak előrehaladott állapotban sikerül diagnosztizálni, de 
az elvégzett képalkotó vizsgálatok nagyobb számának, valamint a jövőben megjelenő új 
biomarkereknek köszönhetően ez remélhetően változni fog. 
3. Táblázat: A mellékvesekéreg-rák beosztása az UICC és ENSAT által meghatározott 
kritériumok alapján. T1: tumorátmérő ≤5cm, T2: tumorátmérő >5cm, T3: tumorinvázió 
szomszédos szövetekbe, T4: tumorinvázió távoli szervekbe, N0: nincs nyirokcsomóáttét, 
N1: van nyirokcsomóáttét, M0: nincs távoli áttét, M1: van távoli áttét 
 
II.1.5. Terápia 
Jelenleg az elsődleges és máig egyetlen kuratív módszer az ACC gyógyítására a tumor 
sebészeti eltávolítása. Rendkívül fontos ezért a pontos, alapos preoperatív tervezés és az 
operatív beavatkozás magas fokú kivitelezése. Prognosztikai szempontból rendkívül fontos, 
hogy a tumor rezekciója teljes, komplett (R0) legyen. Amennyiben a tumorból 
mikroszkópikus (R1) vagy makroszkópikus (Rx) szövetdarab marad a műtéti területen, 
tehát az eltávolítás inkomplett, az ACC prognózisa, és így a beteg kilátásai nagyban 
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romlanak. Éppen ezért az  ideális az lenne, ha ezeket az operációkat kiemelt, ACC 
eltávolítást legalább évente 10-20-szor végző centrumokban mellékvesekéreg-rák 
eltávolításában gyakorlott sebész végezné [7]. 
A sebészi kezelést adjuváns terápia követi, melynek célja, hogy csökkentse a 
kiújulás esélyét. Azon esetekben, ahol a tumort nem lehet eltávolítani, vagy áttétet adott, 
mindig külön kell mérlegelni az esetleges palliatív terápia lehetőségét, mellyel a beteg 
életminőségét, kilátásait javítani lehet. 
II.1.5.1. Eltávolítható, lokális tumorok 
II.1.5.1.1. Sebészet 
A legfontosabb prognosztikai tényező tehát, hogy a tumor sebészi eltávolítása hogyan 
sikerül. Az elsődleges cél a komplett R0 rezekció, ezért a műtétet alaposan meg kell 
tervezni a tumor adott stádiuma alapján. Napjainkban nagy kérdés, hogy a műtét 
laparoszkópos (LA) vagy nyitott (OA) műtéti technikával történjen-e. Konszenzus és 
elfogadott ajánlás nem létezik, de több tanulmány alapján kijelenthető, hogy a legfontosabb 
tényező itt is a tumor előrehaladottsága, tehát a mérete, lokális kiterjedése: 1-es és 2-es 
stádiumú betegeknél nincs különbség a különböző technikák között, viszont 
előrehaladottabb állapotokban laparoszkópos megközelítéssel nagyobb százalékban 
tapasztalható kiújulás, akár még a peritoneumon is (carcinomatosis peritonei). A 
laparoszkópia előnyei ugyanakkor nem elhanyagolhatóak: gyorsabb gyógyulás, 
esztétikusabb hegek, kisebb stressz a beteg részéről, valamint pénzügyi szempontból a 
rövidebb kórházi tartózkodással elérhető költségmegtakarítás [80]. 
II.1.5.1.2. Adjuváns terápia 
Adjuváns terápiát a tumor eltávolítása után annak érdekében kezdünk, hogy minimalizáljuk 
a tumor lokális kiújulásának esélyét. Sajnos ez mellékvesekéreg-carcinoma esetében a 
kezelés ellenére is magas, 19-34% [8]. A terápia mitotánkezelésből, valamint a tumorágy 
esetleges besugárzásából áll. 
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A mitotán (o p’-DDD) egy DDT származék, az egyetlen mellékvesekéreg-
specifikus szer az ACC terápiájában. Már több mint 60 éve alkalmazzuk anélkül, hogy 
pontos hatásmechanizmusával tisztában lennénk. Elsődleges célpontjának a 
mitokondriumot tartják, ahol elsősorban a szteroidogenezis enzimeit, a STAR-t, CYP11A1-
t, CYP11B1-t, CYP11B2-t, 11β-HSD-t befolyásolva gátolja a szteroidtermelést. Ezentúl 
akadályozza a légzési láncot, membránkárosodást, szabadgyök-felszabadulást okoz, így 
kaszpáz-3 és kaszpáz-7 felszabadításával aktiválja a programozott sejthalált. Fokozza a 
több gyógyszer kiválasztásában szereplő CYP3A4 aktivitását, így egyes gyógyszerek 
fokozott lebontásán túl (pl. makrolid antibiotikumok) ezen az úton is befolyásolja a lipid és 
szteroidhormon homeosztázist, magyarázva a mitotánnal kezelt betegek nagyobb 
hidrokortizon igényét. Leírták még endoplazmás retikulum stresszt okozó, toxikus lipidek 
felszaporodását elősegítő hatását is, ami fokozza az elért citotoxikus hatást. Természetesen 
ezen folyamatok nem magyarázzák a mitotán összes hatását, más, ismeretlen 
mechanizmusok is szerepet játszanak hatásprofiljának kialakításában [1, 81, 82]. 
A mitotán terápiás ablaka szűk, 14-20 mg/l-es vérszint mellett hatékony. Ennek 
eléréséhez a kezelést napi 2-3 g dózisban kell elkezdeni, fokozatosan emelve 0,5-1g-mal 
egészen a maximális 6g/nap dózisig. Sajnos ezt nem minden beteg tolerálja számos 
mellékhatása, mint pl. hányinger, hányás, hasmenés, szédülés, vertigo, memóriazavarok, 
ataxia, egyéb központi idegrendszeri zavarok miatt [81]. 
Az adjuváns terápia másik része, a tumorágy besugárzása, ami elsősorban csak 
inkomplett eltávolítás után ajánlott. Ennek ellenére vannak megfigyelések, miszerint a 
mitotánkezelés és a tumorágy besugárzása pozitív szinergista hatást fejt ki egymásra, így 
növelve a kiújulásig eltelt időt [81]. 
II.1.5.2. Kiterjedt, metasztatikus tumorok 
II.1.5.2.1. Sebészet 
Sebészeti beavatkozás még metasztatikus formában is szóba jöhet tumortömeg-csökkentő, 
úgynevezett debulking műtét lehetősége révén. Itt a tumor méretén, lokális elterjedtségén, 
hormontermelésén, áttétek számán és helyén kívül a beteg általános állapotát is figyelembe 
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kell venni. Csak abban az esetben érdemes ilyen műtéteket végrehajtani, ha a beteg 
hosszabb túlélésére, illetve jobb életminőség elérésére reális esély van. Egyéb esetben az 
operációtól el kell tekinteni, és a szisztémás tumorellenes terápiát mielőbb el kell kezdeni 
[8]. 
II.1.5.2.2. Szisztémás tumorellenes terápia 
A szisztémás kezelés területén az egyetlen, mellékvesekéreg-specifikus kezelési mód az 
orálisan adott mitotán. Az elmúlt években számos vizsgálat zajlott különböző kemoterápiás 
szerek legoptimálisabb kombinációjának megtalálására, de áttörést a mai napig nem 
sikerült elérni. 
Az eddigi legjobb eredményt elérő, és jelenleg irányadó FIRM-ACT tanulmányban 
a mitotán, etopozid, doxorubicin, ciszplatin együttesének alkalmazásával 5 hónapos átlagos 
progressziómentes túlélést és 14,8 hónapos átlagos túlélést regisztráltak [2]. 
Másodvonalbeli kezelésként említést érdemel még a gemcitabine és metronómikus 
5-fluorouracil/capecitabine kombináció, de sajnos a kezeléssel elért eredmény 
(progressziómentes túlélés mediánja 5,3, átlagos túlélés mediánja 9,8 hónap) szerénynek 
mondható [83]. 
II.1.5.2.3. Célzott terápia 
Az ACC patomechanizmusában szerepet kapó jelátviteli útvonalak és molekulák 
megismerésével számos új résztvevő vált ismertté, amelyek új terápiás szerek célpontjaivá 
váltak, válhatnak. Az elmúlt évtizedben a tumorellenes terápia egyik nagy áttörését a 
molekulárisan célzott biológiai terápiás szerek, köztük a tirozin-kináz inhibitorok 
jelentették. Ezen gyógyszerek jelentősen javították bizonyos tumoros betegségek lefolyását, 
de sajnos mellékvesekéreg-rák esetén nem váltották be a hozzájuk fűzött nagy reményeket 
[84–87]. 
Az EGFR, VEGF útvonal expressziója a malignus elváltozások többségében, így 
ACC-ben is fokozott. Ennek ellenére célzott terápiájukkal, más tumorokkal ellentétben, 
nem értek el érdemi eredményeket [84, 88, 89]. 
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Az IGF-1R fokozott kifejeződése is jellemző mellékvesekéreg-carcinomára, mely 
két főbb, a PI3K/Akt/mTOR és a RAS/MAPK jelátviteli útvonalra is serkentő hatással bír. 
Azon antitestekkel történő kezeléssel, melyek csak az IGF-1R-t célozták (cixutumumab, 
figitumumab), csekély eredményeket értek el [86]. A szereket viszont PI3K/Akt/mTOR 
inhibitorokkal kombinált formában adva terápia rezisztens ACC-s betegekben néhány 
esetben a tumor stabilizálódását, illetve méretének csökkenését tapasztalták [90]. A 
kezelésben egy új IGF-1R gátló vegyületet, a linsitinibet is kipróbálták, de az teljesen 
hatástalannak bizonyult [87]. 
Érintett fontos patomechanikai útvonal még a Wnt/ß-katenin jelátvitel, de egyelőre 
ACC kezelésében ezt az útvonalat célzó szerrel végzett vizsgálatot még nem közöltek az 
irodalomban. 
II.1.5.2.4. Egyéb terápiás lehetőségek 
Előrehaladott állapotokban palliációs célból, az életminőség javítása érdekében szóba jöhet 
az áttétek sugárterápiával, radiofrekvenciás ablációval, illetve kemoembolizációval történő 
kezelése, bár ezen módszerek hatékonysága erősen megkérdőjelezhető [10].   
Összességében tehát megállapítható, hogy a mellékvesekéreg-rák egy ritka, de 
nagyon agresszív daganat. Legtöbbször előrehaladott állapotban kerül felfedezésre, amikor 
terápiás lehetőségeink már messze nem ideálisak.  Kezelésében és prognózisában döntő 
jelentőségű a sebészi rezekció minél körültekintőbb és pontosabb kivitelezése, de még 
teljes eltávolítás esetén is nagy a kiújulás, vagy távoli áttét megjelenésének esélye. 
Gyógyszeres kezelése nem megoldott, ezért folyamatos kutatások zajlanak, hogy új, 
speciális, magasabb hatásfokú és előnyösebb mellékhatás-profilú szert/szereket lehessen 
bevetni a terápiában, így elérve egy kedvezőbb túlélést a páciensek körében. 
II.2. Xenograft tumor modellek  
A mellékvesekéreg-rák gyógyszeres kezelésében az egyetlen mellékvesekéreg-specifikus 
szer a számos mellékhatással bíró mitotán. Intenzív kutatások folynak új hatóanyagok 
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feltárására, melyeket in vitro sejtvonalakon tesztelés után in vivo állatmodelleken szükséges 
továbbvizsgálni, hatásait, mellékhatásait megfigyelni. Tekintettel arra, hogy nem érhető el 
olyan állatmodell, amelyben spontán kialakulású mellékvesekéreg-daganat előfordulna, az 
in vivo vizsgálatokhoz ún. xenograft modelleket használnak. 
A xenograft elnevezés arra utal, hogy a daganatszövetet egy másik faj egyedébe 
oltjuk be. Ehhez immunhiányos állatmodell szükséges a kilökődés elkerülése céljából, 
melyet elsőként 1969-ben egerekben sikerült létrehozni [91]. Azóta szinte minden humán 
daganatból sikerült immunrendszer hiányos athymiás, ill. súlyos kombinált immunhiányos 
(SCID) egérben in vivo tumor modellt megvalósítani, melyek új, lehetséges gyógyszerek 
fejlesztésében szinte elengedhetetlenek, hiszen lehetővé teszik azok hatásának preklinikai 
vizsgálatát. 
Természetesen ezek a preklinikai xenograft modellek nem tökéletesek, gyakran 
fordul elő, hogy a klinikai megfigyelések nem tükrözik a preklinikai vizsgálatokban 
tapasztalt sikereket [92]. 
II.2.1. Kivitelezés 
II.2.1.1. Beültetés helye 
A tumor xenograftba történő ültetésének helyétől függően kétféle modell lehetséges: Bőr 
alatti, subcutan beültetés, valamint a tumornak a természetes helyére történő, úgynevezett 
orthotopikus beültetése. Mindegyik megközelítésnek megvan a saját előnye. A bőr alá 
történő beültetés a tumornak egy nem fiziológiás környezetet ad, viszont megvalósítása egy 
viszonylag könnyen kivitelezhető módszerrel, a sejtek/szövet bőr alá injektálásával 
történik, míg az orthotopikus modellnél a sejt célszervbe juttatása gyakran bonyolult 
sebészeti eljárással valósítható meg. Ezenkívül a tumor megjelenése, növekedése is 
optimálisan, a bőrön keresztül követhető, akár egy egyszerű tolómérő segítségével. Az 
orthotopikus beültetés a bőr alatti nem fiziológiás környezettel szemben az eredeti miliőjét 
nyújtja a beültetett sejteknek/szövetnek. Ezáltal a tumor mikrokörnyezete sokkal jobban 
megfelel az optimális kötőszöveti, érellátási, stromális viszonyoknak, melyek befolyásolják 
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viselkedését, pl. a metasztatikus hajlamát is. Mindezen okok miatt előfordulhat, hogy a bőr 
alatti és orthotopikus xenograft modellek kezelésre adott reakciója is különböző lesz [93].  
II.2.1.2. Sejtvonal vagy szövettenyészet 
A beültetésre kerülő sejtek származhatnak immortalizált sejtvonalakból, illetve betegek 
tumoraiból készített szövettenyészetekből.  
A sejtvonalak nagy előnye, hogy könnyen leszámlálható, és meghatározható a 
beültetésre kerülő sejtek száma, mennyisége. Ezen túl tulajdonságaik módosítása is 
lehetséges, melyre több technika is, pl. transzfekciós módszer létezik. Ezzel szemben a 
szövettenyészetek nagy előnye a tumorokra jellemző heterogenitáson túl az, hogy a 
sejtvonalakhoz képest genomjuk stabilabb. Ezáltal kisebb valószínűséggel vesznek el az 
eredeti tumorra jellemző biológiai tulajdonságok, így a kezelésre adott válasz is közelebb 
áll majd a klinikumban tapasztalthoz [94]. 
II.2.2. Mellékvesekéreg-rák preklinikai modelljei 
A humán tumorok nagyrészével ellentétben mellékvesekéreg-rák eredetű sejtvonalat, 
szövettenyészetet rendkívül nehéz előállítani. Mindezek eredménye, hogy a mai napig 
mindössze három sejtvonal: az NCI-H295/H295R, SW-13 és SJ-ACC3 létezik. 
II.2.2.1. SW-13 
Az SW-13 egy hormonálisan inaktív sejtvonal, melyet egy 55 éves kaukázusi populációból 
származó nő kissejtes mellékvesekéreg-rákjából 1971-ben hoztak létre [95]. Hormonálisan 
inaktív tulajdonsága miatt kevésbé népszerű sejtvonal. 
II.2.2.2. NCI-H295R 
A legelterjedtebben használt hormontermelő sejtvonal az NCI-H295R. Az eredeti tumor, 
ami egy 48 éves afroamerikai nő mellékvesekéreg-rákja volt, súlyvesztést, aknét, 
hirzutizust, ödémát, hasmenést, szekunder amenorrheát okozott. A tumor aktívan kortizolt, 
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aldoszteront és androgéneket is termelt. A sejtvonal hormontermelő képessége 
(aldoszteron, kortizol, C19 szteroid) megmaradt, melyből 5-10*106 db sejt képes tumort 
kialakítani immunszupprimált egerekben [96]. 
II.2.2.3. SJ-ACC3 
Az SJ-ACC3 az egyetlen gyermekkori ACC xenograft modell, amit Pinto és mtsai hoztak 
létre 2013-ban. Az eredeti tumor egy 11 éves fiú jobb oldali mellékvese incidentalomája 
volt, amiről későbbi laborvizsgálatok alapján derült ki hormontermelő malignus jellege. Az 
eltávolított tumorból sebészileg előkészített szövetdarabokat aprítás nélkül ültettek be 
immunhiányos egerekbe, melyek a vizsgálatok alapján rendkívül hasonlóak voltak az 
eredeti tumorhoz [97]. 
II.2.2.4. MUC-1 
A MUC-1 az első szövetből létrehozott felnőtt mellékvesekéreg-rák xenograft modell [94], 
melyet az SJ-ACC3-hoz hasonlóan szövetdarabok beültetésével alakítottak ki. 
II.2.3. ACC xenograft modellek 
Az irodalomban szereplő mellékvesekéreg-rák xenograft modellt alkalmazó tanulmányokat 
és a felhasználásukkal elért fő eredményeket a következő táblázatban foglalom össze [4. 
Táblázat]. 
4. Táblázat: Az eddig közölt mellékvesekéreg-rák xenograft vizsgálatok. A ’↓’ szimbólum 
gátlást, csökkenést jelent. 
Szerző Sejtvonal Kísérleti szer Eredmény 
Barlaskar[98] NCI-H295R IGF-1R+mitotán tumornövekedés ↓ 
Lindhe[99] NCI-H295R mitotán az adjuváns terápia hatásosabb 
Luconi[100] NCI-H295R glitazonok  ACC proliferációja kontroll alá került 
Demeure[101] 
NCI-H295R, 
SW-13 
paclitaxel/nab-
paclitaxel 
nab-paclitaxel jobb hatásfokú 
Doghman[102] NCI-H295R NVP-BEZ235 tumortérfogat ↓ 
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Jain[103] NCI-H295R 
Il-13 
immunotoxin 
tumortérfogat ↓ 
Mariniello[104] 
NCI-H295R, 
SW-13 
sorafenib, 
everolimus 
kombinált formában a tumortérfogat ↓ 
Gaujoux[105] NCI-H295R 
Wnt/ß-katenin 
csendesítés 
tumornövekedés ↓ 
Doghman[106] NCI-H295R mitotán hosszútávú mitotán kezelés hatástalan 
Chimento[107] NCI-H295R tamoxifen, G-1 tumornövekedés ↓ 
Satoh[108] NCI-H295R niclosamid tumornövekedés ↓ 
Hantel[109] NCI-H295R 
LEDP-M/EDP-M 
LPDP-M/PDP-M 
liposzomális kemoterápiás 
 szerek hatékonyabbak 
Hantel[110] 
NCI-H295R, 
SW-13, 
SJ-ACC3, 
MUC-1 
doxorubicin+IGF-
1R antitest 
NCI-H295R a tumortérfogat ↓ 
SJ-ACC3 erős tendencia a 
tumortérfogat ↓ 
A xenograft modellek közül kiemelném müncheni partnerünk, Constanze Hantel 
kutatócsoportjának vizsgálatait, mivel e modellek és a mikroRNS-ek vizsgálatát 
nemzetközi együttműködés keretében hajtottuk végre.  
2014-es projektjükben új kemoterápiás szer kombinációkat, és azok liposzomális 
változatait vizsgálták. A nemzetközileg elfogadott, etopozid, doxorubicin, ciszplatin és 
mitotán (EDP-M) kombinációját hasonlították össze egy paclitaxellel kiegészített 
doxorubicin, ciszplatin és mitotán (PDP-M) kombinációval, valamint mindkét kombináció 
liposzómába csomagolt változataival (etopozid, liposzomális doxorubicin, liposzomális 
cisplatin+mitotán (LEDP-M) és nab-paclitaxel, liposzomális doxorubicin, liposzomális 
cisplatin+mitotán (LPDP-M)). NCI-H295R xenograft modelleken mindkét liposzómába 
csomagolt kemoterápiás szer kombináció szingifikánsan hatékonyabb tumorellenes hatását 
figyelték meg a liposzóma nélküli szerekhez képest, azonban hosszú távon csak a LEDP-M 
bizonyult hatásosnak [109]. 
2016-ban megjelent tanulmányukban liposzomális doxorubicin és egy IGF-1R 
antitest hatását elemezték, melyben mind a 4 létező xenograft modellt felhasználták a 
preklinikai modellek által biztosítható legnagyobb heterogenitás elérése céljából. A hosszú 
távú antitestkezelést kapó NCI-H295R xenograft modellben a tumor méretek szignifikáns 
csökkenését, az egyszeri kezelést kapó SJ-ACC3-ban erős tendenciát, MUC-1 tumorokban 
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pedig nem tapasztaltak változást. Ezt a különbséget a sejtvonalak eltérő IGF-1R 
expressziójával, valamint a rövidtávú kezelésben alkalmazott szerek mindössze egyszeri 
dózisával magyarázták. Fő következtetéseik az alábbiak voltak: az IGF-1R és liposzomális 
doxorubicin hatásos lehet az ACC kezelésében, valamint hogy az IGF-1R inhibitor hatása 
az IGF-1R kifejeződésével korrelál [110]. 
A xenograft modellekkel végzett tanulmányok esetén gyakran látunk eltérő 
eredményeket. Ez számos tényezővel magyarázható, például a kezelés megtervezésének 
különbségei, ideje, beadási forma, oldószer, kontroll eltérése, stb. mind eltérő eredmény 
okozói lehetnek. Erre nagyon jó példa a mitotánt különböző aspektusokból vizsgáló három 
tanulmány különböző következtetése [98, 106, 111]. Ezekből a tapasztalatokból és 
eredményekből arra következtethetünk, hogy az in vivo xenograft modell kísérletek 
végrehajtási stratégiáit egységesíteni, standardizálni kellene.  
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II.3. MikroRNS-ek  
II.3.1. A szöveti mikroRNS-ek diagnosztikai szerepe 
A mikroRNS-ek fontos tulajdonsága a dolgozatom korábbi részében (II.1.2.2.5.) már 
említett szövetspecifikus kifejeződés, mely eltérő betegségekre, állapotokra is jellemző 
lehet. Ezeknek a specifikus kifejeződési mintázatoknak a meghatározásával tumorok 
diagnosztikájára is felhasználhatóak lehetnek. Ennek megállapításához nagy segítséget 
nyújt, hogy rendkívül stabilak, és szintjük akár még évekkel ezelőtt, paraffinban fixált 
szövetmintákból is megbízhatóan azonosítható, így a vizsgálható minták számával nem 
lehet probléma [112].  
Az utóbbi időben számos tanulmány közölt specifikus szöveti mikroRNS 
mintázatokat, melyek megkönnyítik a különböző rákos megbetegedések diagnózisát, pl. a 
mellékvese [44], hasnyálmirigy [113], prosztata [114], tüdő [115] esetében. Diagnosztikai 
jelentőségük azon betegségekben, tumorokban a legnagyobb, amelyek szövettani vizsgálata 
nehézkes, a biztos diagnózis egyáltalán nem lehetséges. Ilyen daganatra példa a 
mellékvesekéreg-rák, melyre jellemző mikroRNS-eltéréseket dolgozatom korábbi részében 
már részleteztem (II.1.2.2.5.). 
Sajnos a xenograft modelleknél korábban már említett nem meghatározott sémák, 
protokollok hiánya miatt a különböző tanulmányok eredményei között gyakran nagy 
ellentmondásokat találunk, melyek a minták számának, különböző platformok, vizsgálati 
protokollok egységesítésével kiküszöbölhetőek lennének. 
II.3.2. A keringő mikroRNS-ek jelentősége, diagnosztikai szerepe 
Az utóbbi időben derült fény arra, hogy a mikroRNS-ek nemcsak szövetben fordulnak elő, 
megfigyelhetőek különböző testfolyadékokban is, mint például vér, vizelet, széklet, nyál, 
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anyatej, sperma, vaginális szekrétum stb. [116]. A vérben kimutatható mikroRNS-eket 
keringő mikroRNS-eknek nevezzük. 
Kiválasztásuk a keringésbe három fő úton történhet: i. passzív úton, kiáramlással pl. 
sejtszétesés esetén ii. aktív kiválasztással, extracelluláris veziulumokban (exoszómák, 
microvesiculák), ill. makromolekuláris komplexekhez pl. lipoproteinekhez (leggyakrabban 
HDL) és fehérjékhez (Ago2) kötve [117]. 
A keringő mikroRNS-ek karakterére jellemző a rendkívüli stabilitás, ellenállóak 
több extrém tényezővel szemben is, pl. többszöri forralás, fagyasztás, alacsony, magas pH, 
hosszú tárolás stb. Ezt a védettséget valószínűleg membráncsomagolásuk és különböző 
fehérjék megkötése biztosítja ezt. Funkcióikról csak találgatások vannak, feltételezik, hogy 
hormonszerű hatásokat közvetítenek sejtek, szövetek, akár fajok között is [118]. 
Klinikailag a keringő mikroRNS-ekben rejlő egyik legfontosabb felhasználási 
lehetőség a különböző betegségek diagnosztizálásában van. A szöveti mikroRNS-ekhez 
hasonlóan a keringő mikroRNS-ekről is elmondható, hogy mintázatukat meghatározva 
alkalmassá válhatnak különböző kórok felismerésére. Ehhez egy minimálisan invazív 
módszerrel, egyszerű vérvétellel nyerhetünk mintát, mely a szöveti biopsziával szemben 
számos előnnyel jár. A keringő mikroRNS-ek szintjei ezentúl korrelálhatnak a betegség 
lefolyásával is, így felhasználhatóak lehetnek a betegség állapotának, esetleges kezelésének 
követésére, monitorizálására is [119]. 
Diagnosztikában való felhasználásukhoz vérszintjeik megbízható, pontos 
meghatározására van szükség. Sajnos ma még az azonos tumortípusból más-más 
kutatócsoport által közölt eredmények között nagy a diszkrepancia. Ez azzal magyarázható, 
hogy a vizsgálati módszereket még nem egységesítették, így a vizsgálatok számos ponton 
például a mintavételi eljárás, a minta, az RNS-izolálási eljárás, a mérései módszer, a 
normalizáció stb. eltérőek lehetnek. Ezek közül a leginkább kérdéses a mérési 
normalizáció, amihez egy állandóan, stabil szinten a vérben kifejeződő mikroRNS-re lenne 
szükség. A célra több, kis magi RNS molekulát (például RNU6B, RNU44, RNU48), 
valamint a vérben viszonylag magas és stabil kifejeződést mutató mikroRNS-eket, így a 
hsa-miR-16-ot, és a let-7a-t is vizsgálták, melyek közül a hsa-miR-16 használata terjedt el 
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leginkább annak ellenére, hogy több közlemény is megkérdőjelezte alkalmazhatóságát. Egy 
másik módszer, hogy a mintához még a mikroRNS-izoláció előtt egy mesterséges, 
úgynevezett „spike-in” kontrollt tesznek (leggyakrabban a cel-mir-39), mellyel a mérési 
technikák, mint például az RNS-izolációs módszerek közötti különbséget ki lehet 
küszöbölni [120]. 
 Mellékvesekéreg-daganatokra jellemző keringő mikroRNS-profilt rajtunk kívül 
kettő másik munkacsoport vizsgálta. Tanulmányunkban összesen 12 jó- és 13 rosszindulatú 
mellékvesekéreg-tumoros beteg plazmamintájából miRNS microarray, valamint irodalmi 
adatok áttekintésével több mikroRNS kifejeződését különbözőnek azonosítottunk. Cel-miR-
39-et, mint referenciagént használva egy, a hsa-miR-181b, míg a hsa-miR-16-ot, mint 
referenciagént használva a hsa-miR-100, hsa-miR-181b, hsa-miR-184, hsa-miR-210 és a 
hsa-miR-483-5p szignifikánsan fokozott kifejeződését találtuk rosszindulatú 
mellékvesekéreg-tumorban jóindulatú tumorhoz képest. Ha a két referenciagént 
kombinálva alkalmaztuk a hsa-miR-181b és hsa-miR-483-5p kifejeződése tért el 
szignifikánsan. A diagnosztikai felhasználhatóságukat vizsgálva ROC elemzéssel 
megállapítottuk, hogy a ΔCThsa-miR-100 és ΔCThsa-miR-181b arányát felhasználva 77,8 %-os 
szenzitivitással és 100%-os specificitással, míg a ΔCThsa-miR-210 és ΔCThsa-miR-181b 
különbségét alkalmazva 88,9 %-os szenzitivitással és 75 %-os specificitással különíthető el 
a jó- és rosszindulatú mellékvesekéreg-daganat [3. Ábra] [121]. 
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3. Ábra: Munkacsoportunk korábbi vizsgálatában a keringő mikroRNS-ek diagnosztikában 
való alkalmazhatóságát ROC elemzéssel vizsgáltuk: a ΔCThsa-miR-210 és ΔCThsa-miR-181b 
különbségét alkalmazva 88,9 %-os szenzitivitással és 75 %-os specificitással, míg a ΔCThsa-
miR-100 és ΔCThsa-miR-181b arányát felhasználva 77,8 %-os szenzitivitással és 100%-os 
specificitással megmondható, hogy az adott elváltozás mellékvesekéreg-rák [121]. 
Eredményeinken túl mindhárom tanulmány [54, 108, 109], az előbbiekben tárgyalt 
vizsgálati egységesítés hiányától függetlenül, a hsa-miR-483-5p fokozott expresszióját 
azonosította, mint leginkább mellékvesekéreg-carcinomára specifikus keringő mikroRNS.   
A keringő mikroRNS-ek vizsgálata nagy lehetőséget rejt, de a vizsgált mintaszámok 
növelése, és egységes vizsgálati kritériumok kialakítása szükséges ahhoz, hogy klinikai 
alkalmazhatóságukat egyértelműen megállapíthassuk. 
DOI:10.14753/SE.2017.2278
40 
 
III. CÉLKITŰZÉSEK 
PhD munkám során több szempontból is elemeztem a mellékvesekéreg-carcinoma, a 
tumorellenes kezelések, és a keringő mikroRNS-ek kapcsolatát, melynek során több in vivo 
xenograft modellt használtam. Célul tűztem ki annak vizsgálatát, hogy:  
1. A 9-cisz retinsav mint az RXR receptor specifikus ligandja és potenciális új 
szereplő a mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében, a mitotán, mint a 
mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében elérhető egyetlen mellékvesekéreg-
specifikus készítmény, valamint a két szer kombinációja hogyan 
befolyásolja az NCI-H295R xenograft egérmodellben a daganatok 
növekedését? 
2. Az alkalmazott kezelések milyen génexpressziós és fehérjeszintű 
változásokat indukálnak? 
3. A keringő mikroRNS-ek használhatók-e a daganatok monitorizálására, a 
tumorellenes kezelések követésére? 
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IV. MÓDSZEREK 
IV.1. Sejttenyésztés 
 A sejttenyésztéshez NCI-H295R humán mellékvesekéreg-rák sejtvonalat használtunk fel 
melyet az American Type Culture Collection-től (USA, VA, Manassas) szereztünk be. A 
sejteket 37 °C-on, párásított, 5% CO2-t tartalmazó inkubátorban DMEM:F12 (Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium : Nutrient Mixture F-12 Ham) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) egy az egyhez arányú alapmédiumában szaporítottuk kiegészítve 0,00625 mg/ml 
inzulin (Sigma Aldrich), 10,00625 mg/ml transzferrin (Sigma Aldrich), 6,25 ng/ml 
szódium-szelenit (Sigma Aldrich), 1,25 mg/ml bovin szérum albumin (Sigma Aldrich), 
0,00535 mg/ml linolénsav (Sigma Aldrich), 2,5% Nu-szérum (BD biosiciences, Franklin 
Lakes, NJ, USA), 1% HEPES (Sigma Aldrich), 1% Penicillin/Streptomycin (Sigma 
Aldrich), 2,5 % glutamin (Sigma Aldrich) hozzáadásával.  A médiumot kétszer- háromszor 
cseréltük egy héten, a sejtek passzálására hetente egyszer került sor. 
IV.2. Xenograft modell 
A xenograft modellhez 43 hím, 6-8 hetes, 21-23 gramm átlagos tömegű kombinált 
immunhiányos (SCID) BALB/c törzsű egeret használtunk fel. A kísérlet elején az állatok 
bőre alá jobb csípő tájékon 200 µl PBS-ben 107 db, felszuszpendált, korábban tenyésztett 
NCI-H295R sejtet oltottunk. Miután a megtapadó és növekvő tumorok elérték a mérhető 3 
mm-es átmérőt a 28 napos folyamatos per os kezeléseket megkezdtük. A 43 egeret a 
kezeléseknek megfelelően négy csoportra osztottuk: 11 egér kontroll kezelést kapott 200 
µl/nap kukoricaolaj formájában; 10 egér 200 mg/kg/nap mitotánt 200 µl kukoricaolajban 
oldva, 11 egér 5 mg/kg/nap 9-cisz retinsavat szintén 200 µl kukoricaolajban oldva, illetve 
11 egér a mitotán és 9-cisz retinsav kezelést kombinálva kapta 200 mg/kg/nap mitotán 
illetve 5 mg/kg/nap 9-cisz retinsavat külön-külön 100-100 µl kukoricaolajban oldott 
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formában. A tumorok méretét hetente kétszer követtük, ugyanazon állatházi gondozó által. 
A tumorok méretét két átmérő  ismeretében a következő formula segítségével számoltuk ki: 
(a*a*b*π)/6, ahol ’a’ és ’b’ a tumor két lemért átmérője. A kezelések alatt 1 egér pusztult el 
technikai okokból kifolyólag. 
Az állatok éter anesztéziában, cervikális diszlokációval történő leölése után a 
tumorokat eltávolítottuk, súlyukat lemértük. A tumorok felét formalinban fixáltuk, a másik 
felét pedig folyékony nitrogénben fagyasztottuk, és felhasználásukig -80 °C-on tároltuk. A 
formalinban fixált tumorból szövettani és immunhisztokémiai vizsgálatot végeztünk. A 
tumorokon kívül a tüdők, szív, vesék, máj és lép is el lett távolítva toxicitási vizsgálat 
céljából. Az egerekből ezen kívül teljes vért nyertünk, melyből plazmát izoláltunk és -80 
°C-on tároltunk a felhasználásáig. Az állatkísérletes vizsgálatokhoz etikai engedéllyel 
rendelkeztünk (TUKEB engedélyszám: XVI/03047-2/2008). 
IV.3. Szövettani és immunhisztokémiai vizsgálat 
Paraffinba ágyazott formalinban fixált szövetekből xilén és etanol segítségével 4 µm-es 
szeleteket paraffinmentesítettünk, majd ezután hematoxilin-eosinnal és Ki-67 
immunhisztokémiai festékkel megfestettük a mintákat. A Ki-67 immunhisztokémiai festést 
az antitest 1:400 higításával (Kat.sz. M7240, Dakocytomation, Glostrup, Denmark) Leica 
BOND-MAX automata rendszer végezte. A metszeteket Panoramic Flash II szkennerrel 
olvastattuk be, melyeket Pannoramic Viewer (3DHistech, Budapest, Hungary) szoftver 
segítségével elemeztünk. A metszeteken a tumor azon részeit jelöltük ki, ahol a Ki-67 
pozitív és negatív sejtek egyenként jól elkülönültek (ROI). Mind a 4 csoportból 4-8 jó 
minőségű metszeten 3-5 ilyen régiót (ROI) számoltunk le átlagosan 4498-6237 sejttel.  Az 
elemzést 3 független patológus is elvégezte vak módon. A proliferációs indexet a pozitív 
sejtek százalékos arányában határoztuk meg. A három patológus által meghatározott 
értékeket átlagoltuk. 
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IV.4. RNS-izolálás tumor szövetből 
A nitrogénben fagyasztott mellékvesekéreg-carcinoma szövetekből a tervezett vizsgálatok, 
mint például microarray módszerrel történő mRNS-expressziós profilozás miatt Rns-
izolálást hajtottunk végre. 
Ehhez a folyamathoz a fagyasztott tumorszöveteket először folyékony nitrogénben 
történő porítással homogenizáltuk, majd az RNS-izolálást a porított tumorból Qiagen 
miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) felhasználásával, oszlopos technikával a 
gyártó utasításai szerint végeztük el. Az RNS koncentrációját NanoDrop 2000 
spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) határoztuk meg. Az 
RNS-izolálás minőségének ellenőrzése céljából pedig az RNS integritását Agilent 2100 
Bioanalyzer System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) segítségével mértük. 
További vizsgálatra csak azon minták kerültek, melyeknek RNS integritás száma (RIN) 
nyolcas érték fölött volt. Az izolált RNS-eket felhasználásukig -80 °C-on tároltuk. 
IV.5. Hírvivő RNS (mRNS) expressziós profil meghatározása 
A gének kifejeződését a róluk átíródó hírvivő RNS-ek profilozásával, összesen 16 mintán 
vizsgáltuk (4-4 mintán csoportonként) 4x44K-s Agilent Whole Genome Single-Color 
Microarray (Agilent Technologies) lemezek segítségével. 
A vizsgálathoz 200 ng teljes, korábban izolált RNS-t használtunk fel, melyet Low 
Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent Technologies) segítségével jelöltünk és 
amplifikáltunk. Az így kapott jelzett RNS-t tisztítása után Agilent Human Gene Expression 
Microarray 4x44K lemezekre (Agilent Technologies) hibridizáltuk a gyártó utasításai 
szerint. A mosás után a lemezek szkennelése Agilent DNA Microarray Scannerrel (Agilent 
Technologies) történt. A jeleket adó pontok, úgynevezett spotok fluoreszcens értékeinek 
kvantifikálását, a háttér levonását és a festék normalizálását a Feature Extraction szoftver 
11.0.1 verziójával (Agilent Technologies) végeztük el. A nyers adatokat GeneSpring 12.6 
szoftverrel (Agilent Technologies) elemeztük. 
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IV.6. mRNS profil eredményeinek validálása reverz transzkripciós kvantitatív 
polimeráz láncreakció (RT-qPCR) módszerrel 
A génexpressziós vizsgálat eredményei közül a kifejeződésbeli változás, illetve irodalmi 
adatok alapján 7 gént választottunk ki validálásra: azon géneket vizsgáltuk tovább, 
melyeknek mérésünk alapján a legnagyobb kifejeződésbeli különbséget mutatták a kontroll 
és kezelt csoportok között, mind negatív, mind pozitív irányban, valamint irodalmi adatok 
igazolták rosszindulatú folyamatokban betöltött szerepüket. A mérést csoportonként 8 
mintán végeztünk el. A vizsgálatot a következő Taqman Gene Expression Assay-ekkel 
hajtottuk végre (Thermo Fisher Scientific): MYC (Hs00153408_m1), APOA4 
(Hs00166636_m1), CXCR3 (Hs01847760_s1), BAALC (Hs00227249_m1), PDE4A 
(Hs00183479_m1), PRDM1 (Hs00153357_m1) és TGFBI (Hs00932747_m1). 
Referenciagénként korábbi tanulmányaink [123], valamint Cheng és mtsai által javasolt 
kritériumok alapján [124] a ZNF625-t (Hs00377010_m1) választottuk. 
A validálás során első lépésként 10 ng teljes RNS-t írtunk át High-Capacity RNA-
to-cDNA Kit (Thermo Fisher Scientific) segítségével. A kvantitatív RT-PCR-t a gyártó 
ajánlásai szerint Taqman Fast Universal PCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific) 
enzimmel, 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) rendszer 
felhasználásával hajtottuk végre. Minden minta mérése három technikai párhuzamossal 
történt. A negatív párhuzamos minták nem tartalmazták a reverz transzkripció által kapott 
cDNS templátokat. Az adatok elemzéséhez és eredmények kiértékeléséhez a ΔΔCT 
módszert [125] használtuk. A számolást Microsoft Excel 2010 szoftverrel (Microsoft 
Corporation) végeztük. 
IV.7. Fehérjeizolálás 
A fehérjeizolálás első lépéseként a tumorszöveteket folyékony nitrogénben való porítás és 
ultrahangos szonikálás segítségével homogenizáltuk, majd 30 percen keresztül 1 ml lízis 
bufferben (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,5% Triton X-100, 0,5 Protease 
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Inhibitor Cocktail, 10 mM NaF, 2 mM Na3VO4)(Sigma Aldrich) jégen lizáltuk. Ezt 
követően a mintákat 13000 rpm-en 15 percig centrifugáltuk, majd centrifugálás után a 
felülúszót leszívtuk. A felülúszókból a Bradford által közölt [215] eljárás alapján 
fehérjekoncentráció-mérést hajtottunk végre. 
IV.8. Proteomikai elemzés 
A proteomikai elemzésünkhöz az azonos mennyiségű, korábban fehérjeizoláláskor nyert 
fehérjelizátumokat (csoportonként 3 minta, mintánként 20-20 µg) SDS-PAGE módszerrel 
10 %-os gélen szeparáltuk, majd kolloidikus Coomassie Brillant Blue-val festettük. Az így 
kapott géleket mintánként felvágtuk, majd a gélcsíkok fehérjetartalmát 4 órán keresztül 
tripszin (Promega, Fitchburg, WI, USA) segítségével digeráltuk. Ezután az emésztési 
folyamatot hangyasavval leállítottuk, a peptideket pedig a gélből először kinyertük, majd 
szárítottuk. 
Az így nyert mintákat 30 µl 0,1 %-os hangyasavban feloldottuk, majd nano-LC-
MSMS elemzést hajtottunk végre. A mérés grádiens elúciós módszerrel történt a következő 
paraméterekkel: 5 µl injektált térfogat; álló fázis: BEH300 C18 (1.7 µm, 075µm x 250mm) 
nanoAcquity UPLC (Waters 186003815); mozgó fázis: A és B oldat meghatározott 
keveréke (’A oldat’: 0,1% hangyasav vízben oldva, ’B oldat’: 0,1% hangyasav acetonitril 
és DMSO 95:5 arányú keverékében oldva). A méréshez LTQ-Orbitrap Elite nagyfelbontású 
tömegspektrométert használtunk, ami 380-1600 tömegtartományban végzett mérést, és a 10 
legintenzívebb jelet adó iont ioncsapdás ütköztetéssel fragmentálta (CID). A mérés az 
egyszeres töltéssel rendelkező ionokat kizárta a fragmentációból.  
A tömegspekrometriai nyers adatokat PAVA script segítségével MSMS peak list 
fájlokba konvertáltuk [126], majd ezen fájlok alapján kerestünk humán és egér fehérjéket 
az UniProtKB (utolsó módosítás dátuma 2014. április 10.) megfelelő adatbázisában, mely 
136244 humán és 74540 egér fehérjét és ezek randomizált szekvenciáit tartalmazza. 
Minden adatbázis keresés a saját ProteinProspector (ver. 5.14 1) (Baker, P.R and Clauser, 
K.R. http://prospector.ucsf.edu) kereső motorral zajlott. 
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IV.9. Western blot analízis 
A proteomikai eredmények és irodalmi adatok alapján a SET fehérjét választottuk ki 
Western blot módszerrel történő validálásra, mely során csoportonként 3-3 mintát 
elemeztünk. Ezután a xenograft modellen kívül humán normál és tumoros szövetekben is 
vizsgáltuk a SET fehérje kifejeződését. Ehhez 2-2 mintát használtunk fel minden 
csoportból. Az egészséges szöveteket korábban hypernephromával műtött betegektől 
nyertük [34]. A szövetek felhasználása minden esetben a betegek tájékozott 
beleegyezésével történt. (ETT engedély száma: 230-1 5/2006-1018EKU) 
A Western blot során először mintánként 20 µg teljes fehérjét adtunk az úgynevezett 
Loading Bufferhez (Laemmli+1,5 % mercaptoethanol), majd 99 °C-on inkubáltuk 5 percen 
keresztül. Az inkubálás után a denaturált mintákat 10 %-os poliakrilamid gélen Mini 
Protean vertikális elektroforézis (Bio-Rad, Hercules, CA) eszközzel 200 V feszültség alatt 
30 percig futtattuk. Ezt követően a fehérjéket átvittük egy PVDF membránra (Millipore, 
Bullerca, MA) egy egész estés 75 mA erős áramú blottolás segítségével. Ezek után 
Ponceau-festéssel ellenőriztük a betöltés és a blottolás eredményességét. Következő 
lépésben a membránokat TBS-ben (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH=7,5) oldott 5 w/v 
%-os száraz tej (Bio-Rad) oldattal 1 órán keresztül blokkoltuk, majd anti-SET (ab1183, 
Abcam, Cambridge, MA, 1:1000 higítás) vagy anti-ß-actin (A2228, Sigma Aldrich) 
antitesttel inkubáltuk 4 °C-on 16 órán keresztül. A membránokat 5-ször mostuk át TBST 
(TBS + 0,05 % Tween-20) oldattal, majd másodlagos HRP-konjugált anti-nyúl (P0448, 
DakoCytomation) vagy anti-egér (P0447, DakoCytomation) antitestekkel inkubáltuk 1 órán 
keresztül. A jeleket Supersignal West Pico Chemoluminescent Substrate Kit (Thermo 
Fisher Scientific) és Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging System (Kodak, 
Rochester, NY, USA) segítségével vizualizáltuk. Töltési kontrollnak a β-actin-t használtuk. 
A jelek denzitását ImageJ szoftverrel (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) 
határoztuk meg. 
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IV.10. Útvonalelemzés 
A proteomikai elemzés után a szignifikáns fehérjék listáját DAVID Bioinformatics 
Resources 6.7 (https://david.ncifcrf.gov/) (NIH, Bethesda, WA, USA) online elérhető 
szoftver adatbázisába feltöltöttük, majd segítségével funkcionális útvonalelemzést 
hajtottunk végre. 
IV.11. Plazma RNS-izolálás 
A keringő mikroRNS-ek vizsgálata céljából szükséges volt az egerek leölése során nyert 
vérből izolált plazmában található Rns-izolálása. Ehhez az általunk létrehozott NCI-H295R 
xenograft egerekből nyert vért használtuk fel. 
100 µl egerekből nyert plazmából oszlopos módszerrel teljes RNS-t izoláltunk 
Qiagen miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen) felhasználásával, a gyártó utasításai szerint 
kiegészítve egy mesterséges spike-in kontroll cel-miR-39 (2594091) (Qiagen) 
hozzáadásával. A leizolált RNS koncentrációját NanoDrop 2000 spektrofotométerrel 
(Thermo Fisher Scientific) mértük meg. Az izolált RNS-eket felhasználásukig -80 °C-on 
tároltuk.  
IV.12. Plazma exoszóma RNS-izolálás 
A plazma exoszóma mikroRNS-ek vizsgálata céljából szükséges volt az egerek leölése 
során nyert vérből izolált plazmában található exoszómákból történő Rns-izolálása. Ehhez a 
nemzetközi kutatópartnerünk (Constanze Hantel, München, Germany) által létrehozott SW-
13 és SJ-ACC3 xenograft egerekből nyert vért használtuk fel. 
Elsőként 130 µl egerekből nyert plazmából exoszóma izolálást hajtottunk végre 
precipitációs módszerrel Total Exosome Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific) 
felhasználásával a gyártó utasításai szerint. Ezután az izolált exoszómákból oszlopos 
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módszerrel teljes RNS-t izoláltunk Total Exosome RNA & Protein Isolation Kit (Thermo 
Fisher Scientific) segítségével, a gyártó utasításai szerint kiegészítve mesterséges spike-in 
kontroll cel-miR-39 (2591091) (Qiagen) hozzáadásával. Az izolált RNS-eket 
felhasználásukig -80 °C-on tároltuk.  
IV.13. Keringő mikroRNS-ek mérése RT-qPCR módszerrel 
Korábbi tanulmányaink és irodalmi adatok alapján az NCI-H295R xenograft plazmájából 
izolált keringő mikroRNS-ek esetén négy mikroRNS-t, a hsa-miR-181b (001098), hsa-miR-
184 (000485), hsa-miR-210 (000512) és hsa-miR-483-5p (002338), míg az SW-13 és SJ-
ACC3 modellek plazmájából izolált exoszóma mikroRNS-ek esetén kettő mikroRNS-t, a 
hsa-miR-210 (000512) és hsa-miR-483-5p (002338) választottunk ki qRT-PCR módszerrel 
történő validálásra Taqman miRNA Assay-ek (Thermo Fisher Scientific) segítségével. 
Referencia mikroRNS-ként az izoláláskor a mintákhoz adott, mesterséges cel-miR-39-et 
(000200) használtuk. 
1 µl teljes RNS-t írtunk át a specifikus Taqman miRNA Assay-ek és Taqman 
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) felhasználásával Proflex 
Base PCR System (Thermo Fisher Scientific) polimeráz láncreakciós rendszeren. A 
kvantitatív RT-PCR Taqman Fast Universal PCR Master Mix (2x) és Taqman miRNA 
Assay-ek segítségével hajtottuk végre 7500 Fast Real-Time PCR System rendszeren. A 
PCR reakciókat három technikai párhuzamos méréssel végeztük. A negatív párhuzamos 
minták nem tartalmazták a reverz transzkripció által kapott cDNS templátokat. Az adatok 
elemzéséhez és eredmények kiértékeléséhez a ΔΔCT módszert [125] használtuk. A 
számolást Microsoft Excel 2010 szoftverrel (Microsoft Corporation) végeztük. 
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IV.14. Szöveti mikroRNS mérés RT-qPCR módszerrel 
Figyelembe véve az NCI-H295R xenograft modellben mért keringő mikroRNS 
eredményeinket csak a szöveti hsa-miR-483-5p (002338) mikroRNS-t vizsgáltuk RT-qPCR 
módszerrel Taqman miRNA Assay-t használva, a gyártó utasításai alapján. 
Normalizáláshoz referenciaként az irodalomban gyakran használt, és leírt U6 (001973), 
RNU6B (001093), RNU44 (001094) és RNU48 (001006) géneket választottuk. 
IV.15. Statisztikai analízis 
A daganat növekedésének statisztikai analíziséhez Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk 
(SPSS Statistics 20, IBM). A Ki-67 index kiértékeléséhez egy utas ANOVA és Tukey-féle 
post Hoc teszt kombinációját vagy Kruskal-Wallis ANOVA & Median Test-et 
(STATISTICA 7.0) használtunk a Saphiro-Wilks normalitás teszt eredményének 
függvényében.  
A microarray eredményeit Genespring 12.6 szoftverrel (Agilent Technologies) 
elemeztük. A nyers expressziós szignálértékek 20 percentilisére tettünk filtert, majd 2-
szeres fold change filter és Benjamini-Hochberg False Discovery Rate-tel kiegészített egy 
utas ANOVA teszttel számoltunk. Az RT-qPCR és a proteomika adatai egy utas ANOVA 
és Tukey-féle post Hoc teszttel lettek kiértékelve (STATISTICA 7.0).  
A Western blot eredményeit Kruskal-Wallis Anova & Median Test-el számoltuk 
(STATISTICA 7.0). 
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V. EREDMÉNYEINK 
V.1. A tumor növekedésének elemzése 
A kezelés alatti, illetve a kezelés végén mért tumortérfogatokat az egyes tumorok első 
lemért térfogatához normalizáltuk, hogy az adatok összehasonlíthatóak legyenek. Az így 
kapott értékek mindhárom kezelt csoportban kisebbek voltak a kontroll csoporthoz képest a 
kísérlet mind a 28 napja alatt [4. Ábra]. A kezelés végén a kontroll csoportban 22,48-
szoros, a mitotán kezeltben 9,3-szeres, a 9-cisz retinsav kezeltben 12,3-szeres, valamint a 
mitotán és 9-cisz retinsav kezelést együtt kapó csoportban 8,22-szoros növekedést mértünk 
a normalizált térfogatok szintjén [5. Ábra]. A tumorok méretét elemezve ez az érték csak a 
mitotán, illetve az együttesen 9-cisz retinsav és mitotán kezelést kapó csoportban érte el a 
szignifikancia szintjét. A 9-cisz retinsav önmagában is ígéretes tendenciát mutatott, de a 
tumorokban mért nagy szórásnak köszönhetően a különbség nem lett szignifikáns. 
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4. Ábra: Normalizált tumortérfogatok a kezelési idő alatt. A kezelt csoportokban mért 
normalizált tumortérfogatok nagysága folyamatosan alacsonyabb a kontroll csoporthoz 
képest.  
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5. Ábra: A 28. napon mért normalizált tumortérfogatok. A térfogatkülönbség a mitotánt 
önmagában, illetve 9-cisz retinsavval kombinált formában kapó csoportban érte el a 
szignifikancia szintjét. A 9-cisz retinsav is ígéretes hatást váltott ki, de ez a nagy szórás 
miatt nem adott szignifikáns eredményt. 
V.2. Szövettan és Ki-67 értékelés 
A szövettani vizsgálatban a hematoxilin eozin (HE) festett metszeteken megfigyelhető volt, 
hogy a 9-cisz retinsavat kapó csoportokban a tumorok differenciáltabb szöveti megjelenést 
mutattak, mint a kontroll és a mitotán kezelt egerekben. 
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6. Ábra: Reprezentatív szövettani metszetek a Ki-67 immunhisztokémiai festés után. Jól 
látható a kontroll és mitotán kezelést kapó csoporthoz képest a 9-cisz retinsavat önmagában 
és mitotánnal kombinált formában kapó csoport jelentősen kisebb mértékű Ki-67 festődése. 
 Az immunhisztokémiai módszerrel meghatározható Ki-67 proliferációs indexet [6. 
Ábra] három, egymástól független patológus is megállapította vak módon. Átlaguk 
szignifikánsan alacsonyabb volt a 9-cisz retinsavat önmagában, mind mitotánnal együttes 
formában kapó csoportban a kontroll csoporthoz képest. A 9-cisz retinsav kezelt csoportban 
(32,64 ± 2,2%) a kontroll (54,33 ± 3,71%) és a mitotán kezelt csoporthoz (46,35 ± 2,2%) 
képest (p=0,00018 vs. kontroll, p=0,00022 vs. mitotán); a kombinált, 9-cisz retinsavat és 
mitotánt együttesen kapó csoport (25,6 ± 4,09%) mindegyik kezeléshez képest 
szignifikánsan kisebb Ki-67 indexet mutatott (p=0,00018 vs. kontroll, p=0,00018 vs. 
mitotán, p=0,01684 vs. 9-cisz retinsav) [7. Ábra]. 
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7. Ábra: A három patológus által vak módon meghatározott Ki-67 proliferációs index 
átlaga. A 9-cisz retinsavat kapó csoportban mért érték mind a kontroll, mind a mitotán, míg 
a 9-cisz retinsavat és mitotánt együttesen kapó csoportban mért érték mindhárom kezelést 
kapó csoportban mérthez képest szignifikánsan alacsonyabb szintet mutatott.  
A többi szerv szövettani vizsgálata alapján mindössze a májban voltak 
megfigyelhetőek enyhe zsíros elváltozások, valószínűleg az oldószer kukoricaolajnak 
köszönhetően. Toxicitásra utaló jeleket a többi eltávolított szervben nem találtunk. 
V.3. Microarray elemzés 
A kezelések genomra gyakorolt hatásának felderítése érdekében teljes genom 
génexpressziós vizsgálatot végeztünk. Csoportonként 4-4 mintát, összesen 16-ot jelöltünk 
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ki microarray vizsgálatra, a minták korábban, Rns-izoláláskor meghatározott RIN értékei 
alapján. A lemezek szkennelése után, a kapott nyers adatokat statisztikailag elemezve 483 
szignifikáns génexpressziós változást találtunk. Ezután a statisztikai elemzést Benjamini-
Hochberg False Discovery Rate (FDR)-tel kiegészítve hajtottuk végre, aminek nyomán 
mindössze 2 szignifikánsan megváltozott kifejeződésű transzkriptumot találtunk. Egyik a 
LOC100996813, mely in silico predikció alapján a MATE2 (solute carrier family 47 
member 2) egyik variánsát, míg a másik a LOC100268168, egy eddig nem karakterizált 
nem kódoló RNS-t kódolja. 
 
8. Ábra: A microarray lemezek szekennelése után készített hőtérkép, úgynevezett heatmap 
Microarray vizsgálatunk eredményeit online adatbázisba feltöltöttük, így 
megtalálhatóak a Gene Expression Omnibus honlapján (GEO; www.ncbi.nlm.nih.gov/geo, 
azonosítószám: GSE73417).  
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V.4. RT-qPCR validáció 
A kiválasztott 7 gén közül csak kettő kifejeződését sikerült szignifikánsan megváltozottnak 
azonosítani. A jól ismert 9-cisz retinsav célgén APOA4 kifejeződése szignifikánsan 
emelkedett (p=0,0045), míg a számos tumorban felülexpresszáltnak leírt PDE4A szintje 
szignifikánsan csökkent (p=0,0024) a kombinált kezelést kapó csoportban a kontroll 
csoporthoz képest [9. Ábra].  
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9. Ábra: qRT-PCR módszerrel validált szignifikánsan megváltozott kifejeződést mutató 
gének. Az APOA4 szignifikánsan emelkedett, míg a PDE4A szignifikánsan csökkent 
kifejeződést mutatott a kombinált kezelést kapó csoportban. (Az ábra y tengelyén a kontroll 
csoporthoz képest mért génkifejeződés látható) 
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V.5. Proteomikai elemzés 
A tömegspektrometriával, és bioinformatikai elemzéssel elvégzett proteomikai vizsgálatunk 
elemzésével 47 szignifikáns fehérjeeltérést találtunk a kontroll és a kezelt csoportok között.  
5. Táblázat: Proteomikai vizsgálatunk alapján szignifikánsan megváltozott fehérjék listája. 
UniProt 
ID 
Gén neve Fehérje név 
P30050 RPL12 60S ribosomal protein L12 
Q13765 NACA Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha 
B1AK87 CAPZB Capping protein (Actin filament) muscle Z-line, beta 
Q01105 SET Phosphatase 2A inhibitor I2PP2A 
Q86SZ7 PSME2 PSME2 protein 
P14314 PRKCSH Protein kinase C substrate 60.1 kDa protein heavy chain 
Q5U8W9 HRMT1L2 Protein arginine methyltransferase 1 isoform 4 
Q6DC98 LMNB1 LMNB1 protein 
M0QZL1 BLVRB Flavin reductase (NADPH) 
P61158 ACTR3 Actin-related protein 3 
Q9UBQ7 GRHPR Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase 
O75347 TBCA Tubulin-specific chaperone A 
Q6NVY0 CACYBP Calcyclin binding protein 
K7ES63 TUBB6 Tubulin beta-6 chain 
P42126 ECI1 Enoyl-CoA delta isomerase 1 
Q5T1M5 FKBP15 FK506-binding protein 15 
O75477 ERLIN1 Erlin-1 
H7BZ09 ANP32A 
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family 
member A 
E9PK45 FTH1 Ferritin heavy chain 
P62714 PPP2CB 
Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic 
subunit beta 
P31040 SDHA Succinate dehydrogenase 
H7C333 GBAS Protein NipSnap homolog 2 
Q15404 RSU1 Ras suppressor protein 1 
Q92882 OSTF1 Osteoclast-stimulating factor 1 
D6RC06 HINT1 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 
P62888 RPL30 60S ribosomal protein L30 
Q969G3 SMARCE1 
SWI/SNF-related matrix-associated actin- 
dependent regulator of chromatin subfamily E member 1 
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P61326 MAGOH Protein mago nashi homolog 
Q16539 MAPK14 Mitogen-activated protein kinase 14 
P10599 TXN Thioredoxin 
Q9Y333 LSM2 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm2 
P26885 FKBP2 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP2 
Q9UJV8 PURG Purine-rich element-binding protein gamma 
P04080 CSTB Cystatin-B 
E5RJH5 ENO3 Beta-enolase 
P28062 PSMB8 Proteasome subunit beta type-8 
P67775 PPP2CA 
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 
catalytic subunit alpha isoform 
Q53G26 DNAJA3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 3 variant 
Q9UBI6 GNG12 
Guanine nucleotide-binding protein 
G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-12 
Q8NHP8 PLBD2 Putative phospholipase B-like 2 
D6R9R5 SAR1B GTP-binding protein SAR1b 
Q00169 PITPNA Phosphatidylinositol transfer protein alpha isoform 
P63173 RPL38 60S ribosomal protein L38 
Q5T6V5 C9orf64 UPF0553 protein C9orf64 
A4D2P2 RAC1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1  
V.6. Western blot vizsgálat 
A proteomikai elemzéssel kapott szignifikánsan változó 47 fehérje közül egyet 
választottunk ki további vizsgálatokra, a PP2A inhibitor SET fehérjét, mivel számos 
irodalmi adatot találtunk tumorasszociált szerepéről [127–131]. Mellékvesekéreg-
carcinomában betöltött jelentőségének igazolása érdekében Western blot módszerrel 
vizsgáltuk tovább. 
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10. Ábra: Western blot vizsgálat eredménye.  
Eredményeink azt mutatták, hogy a SET fehérje kifejeződése mindkét 9-cisz 
retinsavval kezelt csoportban alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz képest, de ez csak a 
kombinált csoportban érte el a szignifikancia szintjét. 
 
11. Ábra: A Western blot vizsgálat denzitometriás elemzéssel kapott eredménye. A 
kontroll csoporthoz viszonyítva a kombinált kezelést kapó csoportban szignifikánsan 
csökkent a SET kifejeződése. 
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Annak vizsgálatára, hogy megállapítsuk a SET fehérje potenciális jelentőségét 
humán mellékvesekéreg-rák esetében, 2-2 normális mellékveseszövetet, mellékvesekéreg-
adenomát, valamint mellékvesekéreg-carcinomát vizsgáltunk egy pilóta kísérletben. Ennek 
során azt találtuk, hogy míg a SET protein normális és adenoma szövetben nem volt 
detektálható, addig mellékvesekéreg-rák esetében halvány expressziót mutatott. 
 
12. Ábra: Western blot módszerrel a SET fehérje kifejeződését vizsgáltuk humán 
mellékvesekéreg mintákon végzett pilóta kísérletben: míg normál mellékvesekéreg 
szövetben és jóindulatú mellékvesekéreg-adenomában nem, addig mellékvesekéreg-rákban 
a SET enyhe kifejeződését találtuk. 
V.7. Funkcionális útvonalelemzés 
A proteomikai elemzéssel kapott szignifikáns fehérjékkel DAVID Bioinformatics 
Resources 6.7 segítségével végzett funkcionális útvonalelemzésünkkel a p53 és Wnt 
jelátviteli útvonalakban szereplő fehérjéket, valamint riboszómákhoz és proteoszómákhoz 
kapcsolt útvonalakat azonosítottunk. 
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13. Ábra: DAVID Bioinformatics Resources 6.7 online ingyenesen elérhető útvonalelemző 
szoftverrel végzett elemzésünk eredménye, melyben látható, hogy a megváltozott 
kifejeződésű fehérjék többek között a mellékvesekéreg-rák patomechanizmusában jelentős 
szerepet betöltő Wnt és p53 jelátviteli útvonalakban szerepelnek. (A kép a szoftver 
felhasználásával készült, https://david.ncifcrf.gov/)   
V.8. MikroRNS kifejeződés 
A keringő mikroRNS-ek kifejeződését három, különböző típusú xenograft modellből nyert 
mintákon vizsgáltuk. 
A kiválasztott mikroRNS-ek közül az NCI-H295R xenograft esetén a hsa-miR-483-
5p szintje szignifikánsan csökkent a kombinált, mitotánt és 9-cisz retinsavat együttesen 
kapó csoportban a kontrollhoz képest (p=0,028). A másik három kiválasztott keringő 
mikroRNS-nél szignifikáns kifejeződésbeli változást nem találtunk. Normalizáláshoz a 
spike-in kontroll cel-miR-39-et használtuk. 
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14. Ábra: A keringő mikroRNS hsa-miR-483-5p expressziójának változása a különböző 
kezelések hatására a kontroll csoporthoz képest. A kombinált kezelést kapó csoportban 
csökkenése szignifikáns változást mutatott. (Az ábra y tengelyén a kontroll csoporthoz 
képest mért génkifejeződés látható) 
Az SW-13 és SJ-ACC3 xenograft plazmamintáiból izolált exoszómákban a hsa-
miR-210 szignifikáns csökkenését mértük az LEDP/M kezelést kapó csoportban SW-13 
modellben a kontroll, míg SJ-ACC3 modellben az EDP/M csoporthoz képest. 
Normalizáláshoz a spike-in kontroll cel-miR-39-et használtuk. 
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15. Ábra: Exoszomális hsa-miR-210 expressziójának változása a kezelt csoportokban a 
kontrollhoz képest. A: SW-13 xenograft modellben a mikroRNS szintje szignifikánsan 
csökkent az LEDP/M kezelt csoportban a kontrollhoz képest; B: SJ-ACC3 xenograft 
modellben a mikroRNS szintje szignifikánsan csökkent az LEDP/M kezelt csoportban az 
EDP/M kezelt csoporthoz képest. (Az ábra y tengelyén a kontroll csoporthoz képest mért 
génkifejeződés látható) 
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Szöveti szinten is vizsgáltuk a plazmában szignifikánsan csökkenő mikroRNS-eket, 
de meglepő módon itt nem találtunk szignifikáns eltérést. A négy tesztelt mikroRNS 
referenciagén közül az RNU44 és RNU6B felelt meg legjobban a mért adatok 
normalizálásához. 
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VI. MEGBESZÉLÉS 
A mellékvesekéreg-rák komoly kihívások elé állítja az orvostudományt. Rossz prognózisa 
mellett terápiájában az új kombinációs kemoterápiás kezelések hatékonysága korlátozott, 
valamint a célzott biológiai kezelések eddig lényegében eredménytelennek bizonyulnak. A 
mai napig egyetlen, teljes gyógyulás lehetőségét rejtő megoldás a tumor teljes eltávolítása. 
Gyógyszeres terápiájában egyetlen mellékvesekéreg specifikus szert ismerünk, a számos 
mellékhatással bíró mitotánt, melynek terápiás ablaka szűk.  
A mitotánt vizsgáló sok in vivo humán tanulmány ellenére, az irodalomban kevés 
közlemény található, ami xenograft modellen tanulmányozta volna a szer hatásait [99, 106, 
109, 132, 133]. Általánosan elfogadott egérben alkalmazható mitotándózis hiányában, 
vizsgálatunkban a közölt mennyiségek átlagát választottuk (200mg/kg). Ezen túl a 
tanulmányok a mitotán eredményességéről is szinte ellentétes megállapításokat közöltek. 
Lindhe és mtsai leírták, hogy a mitotánnak tumorellenes hatása van, ezzel szemben 
Doghman és mtsai egy hasonló kísérletben a hosszú távú mitotánkezelés hatástalanságát 
figyelték meg [106, 111]. Saját vizsgálatunkban a mitotán hatékonynak bizonyult a 
daganatnövekedés gátlásában. 
Korábbi tanulmányaink folyamán in silico funkcionális genomikai útvonal analízis 
során a retinoid jelátvitel RXR receptoron keresztüli csökkenését azonosítottuk, mint fontos 
patomechanizmus mellékvesekéreg-carcinomában. Ennek kapcsán merült fel, hogy a 
receptor specifikus ligandjával, a 9-cisz retinsavval foglalkozzunk tovább, vizsgáljuk 
hatásait mellékvesekéreg-carcinomára. In vitro kísérleteinkben a 9-cisz retinsav idő és 
dózis függvényében csökkentette humán NCI-H295R mellékvesekéreg-carcinoma sejtek 
életképességét, és hormonszekrécióját, valamint jelentős génexpressziós változásokat is 
indukált. Ezután egy kis elemszámú in vivo pilóta kísérletben figyeltük meg a szer ígéretes 
hatását [59]. 
A retinoidok az A-vitamin természetes és szintetikus származékai, melyeknek a 
sejtszaporodásban, -differenciációban és halálban betöltött meghatározó szerepét korábban 
számos tanulmány közölte. Ezen család egyik tagja az RXR receptor specifikus 
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ligandjaként számontartott 9-cisz retinsav, melynek a sejtproliferáció és -differenciáció 
szabályozásán és az immunrendszer befolyásolásán túl tumorellenes és antiproliferatív 
hatásai is jól ismertek [134]. Daganatokban betöltött szerepét számos tumorban leírták in 
vitro és in vivo vizsgálatokban is pl. gyomorrák sejtvonalon [135], fej-, nyakrák sejtvonalon 
[136], neuroblastoma [137], és mellrák [138] esetében is. Hatásait kihasználva alkalmazzák 
Kaposi-szarkóma [139], különböző bőr-, és hematológiai betegségek [140] kezelésére is. 
A 9-cisz retinsav esetében kevés irodalmi adat áll rendelkezésre olyan in vivo 
kísérletekről, melyekben egér xenograftot használtak [137, 141–143], viszont az általunk 
választott dózis (5 mg/kg) összehasonlítható tartományban volt a közölt tanulmányokban 
használtakkal, valamint messze kisebb a leírt toxikus dózisnál (60mg/kg) [136].  
Kezeléseink során mind a 9-cisz retinsav, mind a mitotánkezelés tumorellenes 
hatását megfigyeltük. A tumortérfogatok mind a három kezelt csoportban alacsonyabbak 
voltak a kontroll csoporthoz képest, de ez a csökkenés csak a mitotánt egyedül, valamint a 
mitotánt és 9-cisz retinsavat kombináltan kapó csoportban volt szignifikáns. A három 
független patológus által meghatározott Ki-67 proliferációs index értéke viszont csak a 9-
cisz retinsavat, és kombinált kezelést kapó csoportban csökkent szignifikánsan. Érdekes 
módon a tumortérfogatnál tapasztalt mitotán által kifejtett hatással ellentétben, a Ki-67 
index tekintetében a szer itt nem ért el különösebb eredményt. Ezen jelenség háttere nem 
tisztázott. Nagy valószínűséggel a hatás, mellyel Ki-67 index csökkenést ér el, 
összefüggésben állhat a 9-cisz retinsav sejtekre gyakorolt differenciáló hatásával. 
A megfigyelt tumornövekedésre, valamint proliferációra gyakorolt hatások mögött 
álló mechanizmusok tisztázása érdekében további molekuláris vizsgálatokat hajtottunk 
végre mind mRNS, mind fehérje szinten. 
Korábbi in vitro NCI-H295R mellékvesekéreg-carcinoma sejtvonalon végzett 
kísérleteinkben megfigyeltük, hogy míg a 9-cisz retinsav kezelés jelentős génexpressziós 
eltéréseket indukált, hiszen több mint 2000 gén kifejeződését befolyásolta, addig a mitotán 
hatása jóval szerényebb volt, alig több mint 100 gén átíródását változtatta meg [5, 123]. A 
jelenlegi tanulmányunkban az in vitro tapasztalt változásokkal, valamint a kezelések 
hatására bekövetkező tumor méret és Ki-67 index csökkenésével ellentétben csak mérsékelt 
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génexpressziós eltéréseket találtunk. Microarray vizsgálattal 483 szignifikáns génváltozást 
találtunk. Az elemzést Benjamini-Hochberg False Discovery Rate-tel kiegészítve csupán 
kettő, eddig ismeretlen funkciójú transzkriptumot kaptunk. A 483 szignifikáns génváltozás 
közül irodalmi adatok, és kifejeződésbeli változások alapján kiválasztott 7 gén közül pedig 
csak kettőt sikerült szignifikánsan megváltozott kifejeződésűnek igazolnunk. Ez a két gén 
az APOA4, és PDE4A volt. 
Az APOA4, mint az apolipoprotein család tagja, jól ismert 9-cisz retinsav célgén. 
Fontos szerepet tölt be a zsír- és glükózanyagcserében [144–146], antioxidáns [147, 148] és 
érelmeszesedés elleni [149] folyamatokban, de prediktív faktorként írták le gyulladásos 
bélbetegségben is [150, 151]. Új szérum biomarkerként való felhasználhatóságát közölték 
petefészek-, méhnyakrák, ALL [152–155] esetében. Mindezek ellenére mellékvesekéreg-
rákban betöltött szerepe eddig ismeretlen. 
A PDE4A, mint a foszfodiészteráz család tagja és a cAMP-szint alapvető 
szabályzója [156] azon túl, hogy számos a sejt életében alapvető útvonal tagja, tumorok 
kialakulásában is szerepet játszik. Gátlásával számos tumorellenes hatást kapcsolnak össze, 
mint például agydaganatok regresszióját [157], csökkent proliferációt és angiogenezist 
tüdőrákban [158], csökkent sejtmotilitást, és tumorinváziót vastagbél- [159] és 
emlőráksejtvonalon [160], csökkent növekedést melanoma malignumban [161], 
antiproliferatív hatást hasnyálmirigyráksejteken [162]. Ezen megfigyelésekkel összhangban 
kísérletünkben a gén csökkent kifejeződését azonosítottuk kombinált kezelést kapó 
csoportban, így arra következtethetünk, hogy a PDE4A a mellékvesekéreg-rák 
kialakulásában, progressziójában is szerepet játszhat. 
A talált mérsékelt génexpressziós elváltozások hátterében feltételezésünk szerint az 
áll, hogy a 28 napos, hosszú kezelési idő miatt már nem a génkifejeződésre gyakorolt 
mRNS-szintű változások domináltak a tumorellenes hatás hátterében. Ezért a csoportok 
fehérjemintázatát is elemeztük, mely során proteomikai elemzéssel 47 szignifikánsan 
megváltozott kifejeződésű fehérjét sikerült azonosítanunk a kezelt csoportokban a kontroll 
csoporthoz képest. Ezek közül egyet választottunk ki Western blot módszerrel történő 
validálásra: a protein foszfatáz 2A inhibitor SET fehérjét. Ahogy számítottunk rá, a SET 
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kifejeződése a kezelések hatására csökkent, a kombinált csoportban a legalacsonyabb 
értéket mutatva. 
A 47, kezelések hatására változó fehérje közül útvonalelemzésünk során több a 
mellékvesekéreg-rák patomechanizmusában jelentős szerepet betöltő Wnt- és p53- 
jelátviteli útvonalakban szerepel. A fehérjék között megtalálhatók még több, a 
karcinogenezisben szerepet játszó útvonal pl. EGF, FGF jelátvitel tagjai, proteoszómával és 
riboszómákkal kapcsolatos útvonalakban érintettek is. 
A SET fehérje, mint a tumorszuppresszor PP2A gátlója, fontos szabályzó szerepet 
tölt be alapvető sejtszintű funkciókban, mint például a sejtciklus [128], sejthalál [163], 
sejtmigráció [129]. Célpontjának köszönhetően befolyásolja a ß-katenin [127], c-Myc [130] 
és Akt [131] útvonalakat, valamint az nm23-H1 gátlásával fokozza a metasztatikus 
képességet [164], így elősegítve a tumor progresszióját. A SET fokozott jelenlétét több 
tumortípusban is leírták, mint például Wilms-tumorban [165], akut lymphoblasztos 
leukémiában [166], CLL-ben, non-Hodgkin lymphomában [167], tüdő- [168], vastagbél- 
[169], hasnyálmirigy- [170], prosztata- [171] és petefészekrákban [172]. Legjobb tudásunk 
alapján a mi tanulmányunk az első, ami leírja lehetséges szerepét mellékvesekéreg-rákban. 
Mellékvesekéreg-rák biológiájában betöltött szerepének igazolására egy 
próbakísérletben humán mellékvesekéreg szövetmintákban vizsgáltuk a SET kifejeződését. 
Western blot módszerrrel normál és jóindulatú daganatmintákban nem, míg rosszindulatú 
mintákban a SET halvány expresszióját azonosítottuk. Természetesen ezen eredményt egy 
nagyobb elemszámú kísérletben tovább kell vizsgálni.  E megfigyelés mindazonáltal 
párhuzamba állítható a xenograft eredményeinkkel, hiszen a magas SET-expresszió a 
kezelések hatására csökkent, és a humán daganatminták közül csak az ACC mintákban 
észleltünk kisfokú SET-expressziót. Mindezen eredményeink alapján a SET egy új szereplő 
lehet a mellékvesekéreg-rák biológiájában. 
Az NCI-H295R xenograft modellben 9-cisz retinsav és mitotán kezelés a keringő 
hsa-miR-483-5p, az SW-13 és SJ-ACC3 modellben pedig az LEDP/M terápia az 
exoszómális hsa-miR-210 szintjét csökkentette szignifikánsan. Eredményeink tehát azt 
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sugallják, hogy ezen keringő mikroRNS-ek a jövőben alkalmassá válhatnak a tumorellenes 
kezelés monitorozására is.   
A hsa-miR-483-5p a mellékvesekéreg-rákra jellemző mikroRNS-ek közül a 
legtöbbször említett, fokozott kifejeződése a tumor agresszívebb viselkedésével, rosszabb 
prognózisával jár együtt. Génje, a miR-483 a 11p15.5-ös kromoszómális régióban az IGF2 
második intronjában található [48], melynek jelentősen fokozott kifejeződése a 
mellékvesekéreg-rák szintén fontos kórjelzője. Onkogén szerepét más tumorok pl. máj-, 
emlő-, vastagbél-, tüdőrák esetén is leírták. Funkcióját a mai napig nem ismerjük pontosan, 
az irodalomban nemrég írták le, hogy képes serkenteni az epithelium mesenchymává 
alakulását (EMT), valamint fokozza a tüdő-adenocarcinomasejtek migrációját, ezzel 
fokozva annak áttétadó hajlamát [173]. A mikroRNS génjéről átíródott másik szál, a hsa-
miR-483-3p célpontja ezzel szemben ismert, a PUMA tumorszuppresszor, melynek 
gátlásával fejti ki onkogén hatásait [174].  
A hsa-miR-210 fokozott kifejeződése, a hsa-miR-483-5p-hez hasonlóan szintén a 
mellékvesekéreg-rák aggresszívebb viselkedésével és rosszabb prognózisával társul. 
Általánosságban megfigelhető, hogy kifejeződése nagyban függ a szövet 
oxigénellátottságától, míg normoxiás állapotokban szintje minimális, addig hypoxiás 
körülmények között kifejeződése a HIF-1α transzkripciós faktor hatására nagyban 
emelkedik. Ezen tulajdonsága miatt a hsa-miR-210-et a hipoxiás állapotban fokozott 
kifejeződést mutató hipoxamir-ek közé sorolják. Célpontjai között szerepel például a 
sejtciklus szabályozásáért felelős E2F3 transzkripciós faktor, valamint emelkedett 
kifejeződése együtt jár a DNS-javítási mechanizmusok sérülésével, a genetikai instabilitás 
növekedésével, így elősegítve a sejtek fokozott proliferációját, genomjuk mutációját. 
Emelkedett szintjét számos daganatban, például gliomában, malignus melanomában, 
hasnyálmirigyrákban is leírták [174, 175]. 
Szöveti szinten a csoportok között a mikroRNS-ek szintje nem változott 
szignifikánsan. Mindezen adatokból arra következtethetünk, hogy a mikroRNS szöveti és 
keringő szintje egymástól függetlenül változik. Az irodalomban számos megfigyelés szól 
arról, hogy a mikroRNS-ek szöveti és keringő szintjei között nincs szoros kapcsolat: 
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párhuzamosan, ellentétesen, akár teljesen függetlenül is változhat kifejeződésük [176, 177]. 
Az e különbségek mögött fekvő molekuláris mechanizmusok egyelőre még ismeretlenek. 
Összességében a 9-cisz retinsav, elsősorban a mitotánnal kombinálva, a 
mellékvesekéreg-rák hatékony kiegészítő kezelése lehet, ami a mitotánhoz képest 
kedvezőbb mellékhatásprofilját tekintve új távlatokat nyithatna a mellékvesekéreg-rák 
kezelésében. Ehhez a jövőben klinikai vizsgálat indítását tervezi munkacsoportunk. 
A keringő hsa-miR-483-5p, mint a mellékvesekéreg-rák egyik potenciális 
biomarkere, valamint a hsa-miR-210, mint a szervezet egyik fő hipoxamirje a jövőben akár 
a kezelés monitorozására is alkalmassá válhat. 
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VII. KÖVETKEZTETÉSEK 
Elsőként vizsgáltuk a 9-cisz retinsav tumorellenes hatását mellékvesekéreg-rák in vivo, 
preklinikai modelljén mind önmagában, mind mitotánnal kombinálva, mely során: 
 A tumornövekedés jelentős lassulását tapasztaltuk mindhárom kezelésnek 
köszönhetően, azonban a kezelés végén csak a mitotánt, illetve a 9-cisz retinsavat és 
a mitotánt együttesen kapó csoportban mértünk szignifikánsan kisebb 
tumortérfogatot. 
 Az immunhisztokémiai festéssel meghatározott és a mellékvesekéreg-carcinoma 
prognosztikájában jelentős Ki-67 proliferációs index szignifikánsan csökkent a 9-
cisz retinsavat önmagában, illetve mitotánnal kombinált formában kapó csoportban. 
 A molekuláris hatásmechanizmus felderítésére végzett génexpressziós 
vizsgálatokkal csekély számú, Benjamini-Hochberg False Discovery Rate 
alkalmazásával csupán kettő, kétséges biológiai jelentőségű gént azonosítottunk. A 
statisztikai elemzést Benjamini-Hochberg korrekció nélkül elvégezve 483 
szignifikáns génváltozást találtunk. 
 A génexpressziós eredményeink alapján kiválasztott 7 gén közül csupán a 9-cisz 
retinsav célgénként jól ismert APOA4 felül, míg a számos rosszindulatú daganatban 
felülexpresszálódottnak leírt, a cAMP szint alapvető szabályzójaként számontartott 
PDE4A alulexpresszióját sikerült validálnunk a 9-cisz retinsavat és mitotánt 
együttesen kapó csoportban. Modellünkben mindezek alapján viszonylag csekély 
számú mRNS-szintű eltéréseket sikerült igazolnunk. 
 Proteomikai elemzéssel a kontroll csoporthoz képest 47 szigifikáns fehérje eltérést 
találtunk a kezelések hatására, melyek közül irodalmi adatok alapján a protein 
foszfatáz 2A inhibitorát, a SET fehérjét választottuk ki további vizsgálatra. A 
szignifikáns fehérjékkel végrehajtott útvonalelemzésünk alapján, több a 
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mellékvesekéreg-rák patomechanizmusában érintett jelátviteli útvonalat, mint pl. a 
Wnt- és p53, ill. több a karcinogenezisben alapvető szerepet játszó útvonal pl. EGF, 
FGF jelátvitel tagját azonosítottuk. 
 A proteomikai vizsgálatunk eredményének megfelelően a SET fehérje csökkent 
kifejeződését igazoltuk a 9-cisz retinsavat és 9-cisz retinsavat és mitotánt együttesen 
kapó csoportban, ami az utóbbiban elérte a szignifikancia szintjét. Humán mintákon 
végzett pilótakísérletünkben a SET halvány kifejeződését észleltük 
mellékvesekéreg-carcinoma szövetekben, míg jóindulatú adenomában, illetve 
normál mellékvese szövetben ezt nem azonosítottuk. 
 A keringő mikroRNS-ek közül az NCI-H295R xenograft modellben a hsa-miR-483-
5p kombinált kezelés, valamint a SJ-ACC3 és SW-13 xenograft modellekben a hsa-
miR-210 liposzomális kemoterápiás kezelés hatására való szignifikáns csökkenését 
azonosítottuk. Ezen eredményünk felveti ezen két mikroRNS nemcsak 
diagnosztikában, hanem kezelések monitorizálására való felhasználhatóságukat is. 
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VIII. ÖSSZEFOGLALÁS 
A mellékvesekéreg-rák egy ritka, agresszív daganat. Jelenlegi gyógyszeres kezelési 
lehetőségei rendkívül korlátozottak, ezért nagy szükség lenne új, hatékony gyógyszeres 
kezelési eljárások kifejlesztésére. Munkacsoportunk korábbi eredményei alapján jelen 
munkám során egy nagy elemszámú H295R xenograft modellen a 9-cisz retinsav, a 
mitotán, valamint e két szer kombinációjának tumorellenes hatását vizsgáltam 
mellékvesekéreg-rák modellben. Ezen túl elemeztem a keringő mikroRNS-ek kezelés 
hatására esetlegesen megváltozó kifejeződését is. 
A kezelések során, illetve végén szignifikánsan kisebb tumor növekedést és 
térfogatot azonosítottam a mitotán, valamint 9-cisz retinsav és mitotán kezelést együttesen 
kapó csoportokban. Az immunhisztokémiával meghatározott Ki-67 index a 9-cisz 
retinsavat, illetve a kombinált terápiát kapó csoportban volt szignifikánsan alacsonyabb, 
utóbbiban a legkisebb. Érdekes módon a tumor növekedést gátló hatása ellenére a mitotán a 
Ki-67 indexet nem csökkentette. A molekuláris patomechanizmus vizsgálata során, 
microarray, valamint qRT-PCR módszerrel azonosítottam két szignifikánsan változó gént, 
az APOA4-et, valamint a PDE4A-t. Fehérje szinten 47 szignifikáns fehérje eltérést találtam 
a kezelt és kontoll csoport között, melyek közül irodalmi adatok alapján a SET fehérjét 
kiválasztva Western blot módszerrel kombinált kezelésben szignifikánsan csökkent 
szintűnek azonosítottam, így felvetve a SET fehérje lehetséges szerepét a mellékvesekéreg-
rák patomechanizmusában. 
A keringő mikroRNS-ek kifejeződésének vizsgálatát három különböző xenograft 
modellen végeztem el, mely során H295R modell esetében a kombináltan kezelt csoportban 
a keringő hsa-miR-483-5p, az SW13 és SJ-ACC3 modellen pedig az LEDP/M kezelt 
egerekben az exoszómális hsa-miR-210 szintjének szignifikáns csökkenését azonosítottam.    
Doktori tanulmányaim alatt végzett munkám következtetéseként elmondható, hogy 
a 9-cisz retinsav egy lehetséges kiegészítő szer lehet a mellékvesekéreg-rák kezelésében, 
valamint a keringő mikroRNS-ek a jövőben nemcsak diagnosztizálásra, hanem kezelés 
monitorozására is felhasználhatóak lesznek. 
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IX. SUMMARY 
Adrenocortical cancer is a rare, agressive tumor. Its current drug treatment options are 
rather limited, thus new therapeutic agents are needed. Based on the former results of our 
research group, I investigated the antitumoral effects of 9-cis retinoic acid, mitotane and 
their combination on adrenocortical cancer in a large-scale xenograft model. Furthermore I 
studied the changes in circulating microRNAs expression due to different treatment 
regimens. 
Significantly slower tumor growth and smaller tumor volumes were observed in the 
mitotane and mitotane plus 9-cis retinoic acid treated groups compared to control. By 
immunohistochemical analysis, the Ki-67 proliferation index was significantly smaller in 
groups receiving 9-cis retinoic acid and the combined treatment. Interestingly, despite the 
efficient tumor volume reducing effect, mitotane had no influence on the Ki-67 index. To 
explore the molecular patomechanism, microarray and qRT-PCR were performed, but only 
two genes, APOA4 and PDE4A were found to be significantly affected. By proteomic 
analysis, 47 significant protein changes were found among the treatment groups. By 
Western bloting, the expression of the protein SET was found to be significantly decreased 
in the combined treated group raising the potential relevance of SET in adrenocortical 
tumorigenesis. 
The investigation of circulating microRNA expression was performed on three 
xenograft models: in the NCI-H295R model, the expression of circulating hsa-miR-483-5p 
- by combined treatment -, in SW13 and SJ-ACC3 models the expression of exosomal hsa-
miR-210 - by LEDP/M treatment - was significantly decreased. 
In conclusion, 9-cis retinoic acid might be a possible new additional agent in the 
treatment of adrenocortical cancer, and circulating microRNAs might be for adrenocortical 
cancer treatment monitoring in the future.  
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